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要旨

寧夏医学院附属病院において労働者 691人を対象に、国際糖尿病連盟による判定基準を用いて、メタボリツ

クシンドロームの疫学調査を行った。 BMI25以上の割合は、男性42%、女性13%であり、同年代の日本人男性

28%、女性 20%よりも男性で有意に高率、女性で、は低率であった。中国西部の男性労働者は日本人よりも肥満

傾向にあった。メタボリツクシンドローム有病率は男性23%、女性 10%と男性で高率であることが明らかにな

った。今後、さらに対象者を拡大し、生活習慣病のコホート研究に発展させる予定である。
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はじめに

アジア地域では、著しい経済発展に伴って食糧事情や交通網が改善しつつあるため、肥満、肥満関連疾患(メ

タボリツクシンドローム、 2型糖尿病)の増加が危↑具されている 1)。内臓肥満を伴う耐糖能異常では、高中性脂

肪血症、低HDLコレステローノレ血症、高血圧を併発することが多く、耐糖能異常単独よりも循環器疾患の危険
性が高まることから、世界保健機構 WHOでは循環器疾患危険因子を併発した状態を「メタボリツクシンドロ

ームJと名付けている。アジア人の死因構造では、脳血管疾患が多く、虚血性心疾患が少ない特徴は維持され

ているが、肥満、メタボリツクシンドローム、糖尿病の増加によって、大中血管の動脈硬化に起因する脳梗塞

や心筋梗塞の増加の兆しが見られる 2)。こうしたアジア人の疾病構造の特徴は、遺伝子多型、食生活、身体活動、

社会関係などから説明されているが、実証的な研究は少ない。

中国における循環器疾患の死亡率は、日本に比べて 3倍以上高い 2)0 1999年に中国政府は経済的に立ち後れ

.た西部の地域間格差を是正すペく開発プロジェクトを開始し、その対象地域である寧夏回族自治区でも、鉄道、

水力・天然ガスなどのインフラ整備や産業開発が急ピッチで進められている。寧夏回族自治区では、南部に開

発に取り残された貧困層が多く存在する反面、人口の急増する銀川市などの都市部では、身体活動の低下や食

糧事情の改善によって循環器疾患が死因の一位となり、その基礎病変として糖尿病の増加が危↑具されているが、

実態の解明と対策は遅れている。

アジア人の肥満は、肥満度が白人と比較して低く、 WHOの世界的な肥満基準である bodymass index (BMI) 

30以上の割合は、欧米では 15・25%であるのに対し、北東アジアでは2・6%である。また、アジア人では、閉じ

BMIでも体脂肪が多いことが報告され、 2型糖尿病有病率も欧米を上回っている。このようにアジア人の肥満

関連疾患の特性は白人と大きく異なるが、予防対策や生活療法についてはエピデンスの多い欧米方式で行うこ

とが多い。したがって、アジア人に効果的な対策樹立には、アジアでの実証的な研究が重要と考えられる。こ

のため、寧夏医学院公衆衛生学部と共同で、中国での肥満関連疾患の実態と予防戦略確立のためのコホート研

究プロジェクトを開始することにした。今回は、日中医学協会助成事業によりコホート研究のベースライン調

査を行ったので、肥満および肥満関連疾患の実態について報告する。
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対象と方法

寧夏回族自治区銀川市(人口 120万人)在住の労働者691人を対象に、生活習慣病を対象としたコホート研

究のベースライン調査を行った。寧夏医学院附属病院にて職場定期健診を受診した労働者 (20歳'"'-'60歳)に対

して、文書による承諾書を得て、生活習慣、現病歴、職場環境などに関する健康調査票の記入、絶食状態で体

格測定、血液採取と生化学調査を行った。血液生化学検査は寧夏医学院附属病院で、オートアナライザーによ

り行った。ウエスト周囲径は、立位により臓部を測定した。 2008年3月までにデータ収集ができた対象者は691

人であるが、 5月までに2.000人を調査することになっている。メタボリツクシンドロームの判定基準は、中国

人についてのウエスト周囲径を規定している国際糖尿病連盟のもの用いて、判定した(表 1) 3)。

本研究を遂行するために寧夏医学院の宋教授は、 2006年 11月に留学先のカナダ マックマスター大学から

島根大学を訪れ、島根大学重点研究プロジェクトによる雲南市コホート研究について理解を深めた。塩飽は2007

年 2月に寧夏医学院を訪れ、本研究のデータ整理及び共同研究者と意見交換を行った。また、北京において中

国栄養・食品衛生研究所を訪問し、中国全土の生活習慣病と栄養状態の資料収集、意見交換を行った。

表1 国際糖尿病連盟 (IDF)のメタボ
リツクシンドローム診断基準 (2005)

表2 対象者の性と職種

性 圃橿 2011代 30組代 40且代 印且代 計

男性 現象 37恒07%)9叫559) 62(411) 16(276) 20町476)

'"商冒理 24(39司 71(判 1) 89(58町 42(724) 226(524) 

t十 61 161 151 剖 431

女住 現象 16(462) 57(46.7) 2司古川) 7(28.町 10司404)

事罰管理 21β3町 田(513) 田(709) 1町720) 1日(596)

計 39 117 79 25 260 

目性 中学 問。。哨) 3司自 7) 4町田5) 22(379) 97(22 5) 

高伎 町148) 31(193) 泊(192) 1司22.4) 82(190) 

恒古 2町45.9) 4町田町 36(252) 1司259) 129ロ99)
文学以上 24日93) 471292】 44ロ9.11 8(1361 123{2651 

女性 中学 0(00) 22(188) 6(7町 9(36.0) 37(142) 

1I!R 司128) 14{12 0) 24(30 4) 3{旭町 4町177) 

短大 3町487) 44(37 6) 3司418) 司200ゆ 101(388) 

文学以上 1町385) 37(31 7) 16但03) 6(320) 76(292) 

-中心性肥満
- BMI~30ならウエスト因は不
要

・上記に加えて、以下の4項
自の2項目以上該当
ー高中性脂肪血症{治療中ま
たは中性脂肪150l11g/dl以
上}
一低HDLコレステロール血症
(治療中または男40mg/dl未
満、女50mg/dl未満)
ー高血圧(治療中または血圧
130/85mmHg以上)
ー高血糖(空腹時血糖1∞
mg/dl以上または診断された
糖源病}

-ウエスト図基準
ーヨーロッパ人
・男 94ロn以上
・女 80cm以上

一南アジア人
・男 90ロn以よ
・女 80ロn以上

一中国人
・男 90cm以上
・女 80cm以上

ー日本人
男 85ロn以上
・女 90ロn以上

結果と考察

1.対象者の特性

対象者は、男性431人(平均39.7歳)、女性260人(平均38.2歳)で、 30・40歳代が多かった。事業所規模

は50人未満の小事業場から 500人以上の大事業場にわたっていた。職種では、男性では現業職と事務管理職が

ほぼ同数であったが、女性では現業職より事務管理職が多かった。男女とも加齢と共に現業職が減少し、事務

管理職が増加した。生活習慣や生活習慣病に関連のある教育歴は、短大以上の高等教育を受けた人が男女とも

半数を占め、女性および若齢者で、その割合が高かった(表2)。

2.対象者の生活習慣

循環器疾患の発症と関連の深い喫煙習慣は、男性58%、女性2%で、男性では40歳代で最も高く、女性では

20歳代で、最も高率であった。男性の喫煙率は日本よりも高率を示した。飲酒習慣は、男性73%、女性 15%で、

男性では30歳代で最も高く、女性では20歳代で、最も高率で、あった。週2回以上の運動習慣については、男性

43%、女性41%で、男女とも 50歳代で最も高率で、あった。日本の同年代労働者(男性 14%、女性26%)心より

も運動習慣の実行率は高率であり、若齢期から運動習慣を実践していた。
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表3 生活習慣

生活習慣性 2日銀代 30藤代 40趨代 50歳代 計

喫煙 男性 現在 26(42.6%) 98(60.9) 97(64，2) 29(50.5) 2印 (58.0)

過去 1(1.6) 11(6.8) 14(旦3) 7(12.1) 33(7.7) 

なし 34(55.7) 52(323) 40(26.5) 22(37.9) 148(34.3) 

女性 現在 2(5.1) 3(2，6) 1(1.3) 。(0，0) 6(2，3) 

なし 37(64，9) 114(97.4) 78(98.7) 25(100.0) 254(97.7) 

飲酒 男性 現在 45(73.8) 126(78.8) 112(742) 31(53.4) 314(73，0) 

過去 3(4.3) 6(3，8) 8(5.3) 6(10.3) 23(5，3) 

なし 13(21.3) 28(17.5) 31(20.5) 21(36，2) 93(21.6) 

女性 現在 7(17.9) 14(12.0) 13(16.5) 4(16.0) 38(14.6) 

過去 2(5，1) 3(2，6) 3(3，8) 1(4.0) 9(3.5) 

なし 30(76.9) 100(85，5) 63(79.7) 20(80，0) 213(81.9) 

運動 男性 あり 28(45.9) 57(35.4) 62(41，1) 36(62.1) 183(42，5) 

女性 あり 16(41.0) 42(35.9) 37(46.8) 12(48.0) 107(412) 

運動ー週2回以上の運動習慣

3.肥満とメタボリツクシンドローム

BMIは、男性24.4:t3.2、女性21.9:t2.7、ウエスト周囲径は86.9:t8.8cm、女性73.7:t7.7cmであった。

BMI25以上の割合は、男性42%、女性 13%であり、同年代の日本人男性28%、女性20%心よりも男性で有意に

高率、女性で、は低率で、あった。ウエスト周囲径についても同様の傾向を示した。

国際糖尿病連盟は、中国人の肥満についてはウエスト周囲径で男性90cm以上、女性80cm以上または(BMI)

25以上と規定している(表 1)九日本内科学会等による内臓肥満の定義は、 CTによる内臓肥満面積 100cm2 

以上に対応するウエスト周囲径(男性85cm以上、女性90cm以上)。としているため、単純に比較すること

ができない。本研究では、ウエスト周囲径で男性90cm以上、女性80cm以上とした。内臓肥満は男性では39%、

女性24%であり、男女ともに加齢とともに内臓肥満の割合は増加したが、男性で、はその増加は緩やかであった。

女性では、閉経後の 50歳代で顕著に増加した(表 3)。

肥満関連の循環器疾患危険因子数は国際糖尿病連盟に基づいて算出した九これには内臓肥満は含まれておら

ず、高中性脂肪血症、低HDLコレステローノレ血症、高血圧、高血糖の4つの危険因子数を加算した。日本の基

準とは、高血糖 (100mg/dl以上)および脂質異常(高中性脂肪血症と低HDLコレステロール血症を別々に加

算Hこついて異なっている。男性では30歳代から高率であり、女性に閉経後の 50歳代で顕著に増加した(表4)。
国際糖尿病連盟のメタボリツクシンドローム診断基準は、内臓肥満のある者の内で、危険因子数を 2つ以上

の者としている(表3)3)，。メタボリツクシンドロームは男性では23%、女性 10%であり、男女ともに加齢とと

もに割合が増加したが、男性では30歳代より増加した。女性では、 40歳代より増加し、閉経後の 50歳代で顕

著に増加した(表5)。日本人では、 B細胞からのインスリン分泌の少なさやインスリン抵抗性の強さが寄与して

いると考えられている。

4.本研究の意義と限界

白人と異なる遺伝と生活習慣を有する日本人、韓国人、モンゴル人と同様に心、中国人も軽度な肥満の割に、

代謝異常の多いことが明らかになった。食習慣では、韓国人が最も高炭水化物、低脂肪であり、モンゴル人は

高脂肪、低炭水化物であり、日本人と中国人はその中間で、あった。中国人の摂取エネノレギー当たりの炭水化物

摂取割合は日本人と同様であるが、脂肪の摂取割合は多かった(表 7) 6)。高炭水化物摂取が高中性脂肪血症に

寄与していることが明らかになっているため、こうした食習慣が、中国人の脂質異常の高さに関連しているも

のと考える 7)。しかし、本研究は断面研究であり、今後、同一研究プロトコーノレに基づいた日本、中園、韓国、

モンゴルでのコホート研究の実施が重要と考える。
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表4 内臓肥満とメタボリツクシンド
ロームの有病率

表5 メタボリツクシンドローム危険因
子数

住 201量代 30・代 40・a代 50.tt 計
島性 iE'" 4司738柚)107188.5) 7町523) 却(517) 2剖160.6)

E扇 16(26.2) 541335) 721477) 2町48司 170(39.4)

MS~し 591開 7%)127178.9)叩司69.5)41170η 332177 0) 

MSあり 司3.3) 341211) 46(305) 1司293) 99123.0) 

計 61 161 151 58 431 

性 危険因子敏 20 30 40 50 計

男性 2司410%) 37123.0) 31位。7) 9(155) 1021237) 

271判 3) 58134 8) 4問調7) 21136 2) 1441335) 

71" 5) 431267) 49132.7) 1町310) 1171272) 

2133) 23(14 3) 25(167) 7(12.1) 57(13.3) 

0(00) 2112) 町33) 司52) t町23)

位 61 161 150 58 430 

女性 28171町 e司543) 3司443) 71280) 13司514)

6(205) 3司284) 26(329) 司200) 721278) 

2151) 17114 7) 1司165) 10(400) 421162) 

0(00) '109) 町83) 司120) 町35)

1126) 2117) 。100) 町00) 司12)

針 39 116 79 25 259 

女世 正常 3司897) 96182 1) 55田町刊1440) 197175町

肥濁 4(103) 21(17叫 241304) 14β6.0) 6司242)

MS~し 37倒的 112195.7)岡田町町田町 2331896)

MSあり 2(51) 司43) 1町12.7) 1町400) 271104) 

計 39 117 79 25 260 

肥高ウエスト周囲Il!ll90 cm以上.女 80cm以上.MSメタポりツクシンドローム.

表6 北東アジア諸国の主要栄養素

摂取

国 蛋由貿脂肪 炭水化物

U.S.A. 15% 40% 45% 

日本 (20∞) 739 459 2599 
16% 27% 57% 

中国 (2002) 669 769 3219 
12% 31% 57% 

綿国 (1995) 739 399 2959 
16% 19% 65% 

モンゴル都(2市00住2)民
789 639 2309 
17% 32% 51% 
659 849 1729 

遊牧民 15% 44% 40% 

本研究の実施により、寧夏医学院への疫学研究の技術移転により社会ニーズ志向わ研究戦略、疫学研究者の

育成に寄与できた。また、日本と中国の遺伝と生活習慣を踏まえた北東アジア人に適合した肥満関連疾患の予

防戦略確立に寄与が期待される。
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アジア産人体寄生性全種肺吸虫に対応する肺吸虫症血清診断キットの開発

研究者氏名 杉山広

所属機関 国立感染症研究所寄生動物部

主任研究官
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教授

要旨

肺吸虫症の免疫血清診断を目的に、免疫クロマトグラフィ一法に基づく診断キットを作製し、本邦の肺

吸虫症患者(ウェステルマン肺吸虫症と宮崎肺吸虫症)に適用可能であるか検討した。その結果、キット

の作製に用いた抗原の由来種と肺吸虫症患者の原因種とが一致した場合には、的確な診断結果が得られる

事が明らかとなった。一方、抗原の由来種と肺吸虫症の原因種とが異なる(異種の抗原で診断した)場合

には、診断結果が一定しなかった。この場合、抽出組抗原に替えて ES抗原を用いると、非特異的な反応が

減衰して診断の特異性が上昇した。またプロテイン Aが抗 IgGに替わる検出プロープとして使用できる事

が明らかとなり、動物へのキット利用の道が開けた。現在、複数種に由来する ES抗原と、更にリコンビナ

ント・タンパク(中性システインプロテアーゼ)を調整中で、これらを用いて新たな診断用キットを作製

する作業を進めている。また漸江省(ウェステルマン肺吸虫)と湖北省(スクリアピン肺吸虫)の流行地

で、新規作製のキットも活用した疫学的調査を実施し、肺吸虫と肺吸虫症に関する総括的検討を進める予

定になっている。

Key Words 肺吸虫，免疫血清診断，免疫クロマトグラフィ一法，金コロイド標識，人獣共通寄生嬬虫症

緒言:

肺吸虫症は重要な人獣共通寄生嬬虫症で、淡水産のカニを生や不完全な加熱で食べると云う伝統的な食

文化を背景に発生する。アジアの諸国では、いくつかの種類が人体寄生の原因となっている。特に日本と

中国では、ウェステルマン肺吸虫が重要な原因虫とされる。これとは別種の宮崎肺吸虫(日本に分布)や

スクリヤビン肺吸虫(中国に分布)も重要な人体寄生種となる。肺吸虫症の免疫血清診断には、従来から

種々の手技が適用されてきた。本研究の中国側・共同研究者である銭らは、免疫クロマトグラフィ一法に

基づくキットを作製し、既に肺吸虫症の診断を行なっている [1，2J。ウェステルマン肺吸虫の成虫抗原を用

いたこのキット(以下、従来型キットと呼ぶ)は、皮肉反応に準ずる簡便さ(迅速さ)を有する(反応自

体は 5分以内に終了)。検出感度は 98犯と高く、特異性は 95%を示す。この様に優秀なキットではあるが、

他種肺吸虫の感染が的確に診断できるかは、検討されてこなかった。

そこで本研究では、先ずこの従来型キットが、本邦の肺吸虫症患者(ウェステルマン肺吸虫症と宮崎肺

吸虫症)の診断に適用可能であるかを調べた。次に、使用抗原を替えた新たなキット(以下、改良型キッ

トと呼ぶ)を作製し、その診断能力を評価した。また動物へのキット応用を顧慮し、プロテイン Aが抗 IgG

に替わる検出プロープとして使用できるかを調べた。リコンビナント抗原の使用も視野に入れて、分子生

物学的な検討も進めた。以上のような実験室での検討に加えて、漸江省と湖北省の流行地に出掛け、肺吸

虫症に関する疫学情報の収集に努めた。得られた成果を併せて報告する。
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材料と方法:

1)抗原の調整と改良型キットの作製

和歌山県産のサワガこから分離した宮崎肺吸虫のメタセルカリアをラットに感染させ、 2ヶ月半に剖検

して成虫を回収した。またタイ産のヒロクチ肺吸虫メタセルカリアをネコに感染させ、 30ヵ月後に剖検し

て成虫を回収した。回収した成虫の一部は、滅菌生理食塩水で洗浄後、液体培地 RPMI1640で3時間培養し

(37"C、 5%C02)、ES抗原 (ExcretorySecretary Antigen)を調整した。残りの成虫は、滅菌生理食塩水

で洗浄後、リン酸緩衝生理的食塩水 (PBS，O.OlM， pH7.2)を加えてホモゲナイズし、抽出粗抗原を調整し

た。各抗原のタンパク量を測定し、至適濃度となるようにPBSで希釈、あるいは遠心濃縮(ビパスピン 20、

分子量 5，000、ビバサイエンス)して、キット・デバイスのニトロセルロース膜面の中央部にスポットし

た。

2)供試血清

当研究室で診断した肺吸虫症患者に由来する血清 5検体 (Pw225，Pw457， Pm339， Pm467， Pm421)と、

当研究室で実験感染させて得た動物由来の血清6検体 (PwCat -0 1，ー03，-04，-05，-10， PwOog-01)を代表的

な試料として用い、キットの診断能力を評価した。

3)キットの評価

各キットを用いた反応の後、キット・デバイスのニトロセルロース膜面を肉眼的に観察し、赤色スポッ

トの発色程度に応じて陽性、弱陽性、陰性の 3段階に分けて、供試血清の反応性を表現した。また、プロ

テインA(断江医学科学院製)を既報[lJに従い金コロイド(直径 20nm)で標識し、これが抗ヒト IgGに代

替して、抗原抗体結合物を検出するプロープになるかを調べた。

4) リコンビナント抗原作製の試み

ウェステルマン肺吸虫のメタセルカリアに由来する(カテプシン Lタイプの)中性システインプロテア

ーゼに注目し、 cONAの配列 (021124) [3J を基にプライマーを作製した(フォワード 5' 

-GG医ATTCITCGACTGCCGGAAAC-3'およびリバース.5'一CC匠国TTGATTCCACACGTG-3')。これらのプライマ
ーは、元の配列を少し改変させ、 EcoRI(GAATTC)あるいは PstI (CTGCAG)の認識配列を夫々に挿入し、

プラスミド・ベクター (pMal-c2、NEB)への強制クローニングが可能となるよう工夫した。次に、ウェス

テルマン肺吸虫 (2倍体型)成虫から調整した poly (A) tRNAをテンプレートとして、上記のプライマーペ

アを用いてRT-PCRを行った。得られた予想サイズの産物を上述のベクターにクローニングし、塩基配列を

解読すると共に、大腸菌 (XL1-Blue)にトランスフェクトし、 IPTGでインタクションを掛け、リコンビナ

ント・タンパクを産生させた。

5)肺吸虫症の流行情況に関する情報の収集

ウェステルマン肺吸虫症の流行地である街江省寧波市に出掛け、寧波市疾病予防控制センターの葉 麗

拝部長に面談し、当該地の肺吸虫症について、流行状況や病態像に関する資料の提示を受けて討議を行な

った。スクリアビン肺吸虫症の流行地である湖北省十堰市にも出掛け、郎陽医学院寄生虫学教室の朱 名

位教授から同様に情報を収集した。

結果:

1)従来型キット(ウェステルマン肺吸虫抗原)の評価

本邦の肺吸虫症患者の血清を用いて、従来型キットを評価した。その結果、ウェステルマン肺吸虫に感

染した患者の血清に対しては、いずれも陽性を示す事が分かつた。一方、宮崎肺吸虫の患者血清に対して
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は、陽性となる場合 (Pm421)、弱陽性となる場合
血清

(Pm467)、更に陰性となる場合 (Pm339)が認められ
PwH') 

抗原別のキット反応性

PmH PhES PwH3) 
た(表)。

2)改良型キット(宮崎およびヒロクチ肺吸虫抗原)

の評価

Pw225 

Pw457 

Pm339 

十十2) + 
++ 
++ 

PhH 

++ + ++ 
++ 

ND4) ND ND 

Pm467 
宮崎肺吸虫抗原を用いて作製した改良型キットは、

+ ++ ND ND ND 

宮崎肺吸虫の患者血清に対して、総て陽性を示した。

一方、ウェステルマン肺吸虫の患者血清に対して

は、弱陽性となる場合 (Pw225)と陰性となる場合

(Pw457)が認められた。

ヒロクチ肺吸虫抗原(抽出粗抗原)を用いて作

製された改良型キットは、ヒロクチ肺吸虫に感染

した患者(タイ人)の血清に対して常に陽性を示

した(銭ら，未発表)。そこで、ウェステルマン肺

Pm421 ++ ++ ND ND ND 

表.各種抗原を用いて作製したキットの反応性評価
:患者血清を用いての検討

1) PwH:ウェステルマン肺吸虫抽出粗抗原.PmH:宮崎肺吸
虫抽出粗抗原.PhH:ヒロクチ肺吸虫抽出粗抗原.PhES: 
ヒロクチ肺吸虫ES抗原
2) ++:陽性. +:弱陽性，一:陰性
3) 金コロイド標識プロテイン Aをプロープに用いた評価結
果、他は金コロイド標識ヒト IgGをプロープとした
4) ND:検討せず

吸虫に感染した患者の血清を用いて、この改良型キット(ヒロクチ肺吸虫抗原)を評価した。その結果、

陽性となる場合 (Pw225) と陰性となる場合 (Pw457)が認められた。そこで、 ES抗原(ヒロクチ肺吸虫)

を調整して新たに改良型キットを作製し、検討を加えた。その結果、組抗原(ヒロクチ肺吸虫)のキット

で陰性であった血清 (Pw457)は、同じく陰性に留まる事が分かった。一方、陽性を示した血清 (Pw225)

は反応が弱まり、弱陽性となる事が分かった。

3)プロテイン Aを用いたキットの評価と動物の診断への応用

従来型キットで検出された患者血清 (Pw225と Pw457)の反応が、抗ヒト IgGではなく、プロテイン A

をプロープにしても検出できるかを調べた。その結果、ウェステルマン肺吸虫症の患者血清は変わらず陽

性を示し、プロテインAをプロープとしても患者の診断が可能である事が分かった。

ウェステルマン肺吸虫感染ネコおよびイヌの血清に対して、従来型キットが陽性を示すかを調べた。プ

ローブにはプロテイン Aを用いた。その結果、ネコおよびイヌの感染血清は、すべて陽性となる事が明ら

かとなった(感染前血清はいずれも陰性)。

4) リコンビナント・タンパクの調整

ウェステルマン肺吸虫の成虫から調整した po1 y (A) tRNAをテンプレートとし、中性システインプロテア

ーゼを標的に RT-PCRを行なった。その結果、予想サイズの産物 (546bp:プライマ一部分を除くと 500bp)

が増幅された。この RT-PCR産物をベクターにクローニングし、遺伝子配列を解読して既知の中性システイ

ンプロテアーゼの配列 (D21124) と比較した。その結果、シミラリティーは核酸レベルで 98.0%である事

が分かった。このクローンを大腸菌にトランスフエクトさせ、インダクションを掛けた。その結果、約 70kDa

のリコンビナント・中性システインプロテアーゼが発現した。現在、リコンビナント・タンパクの大量発

現と精製を進めている。

5)肺吸虫症の流行情況調査

漸江省寧波市の流行地(ウェステルマン肺吸虫)において、従来型キットなどにより検出された肺吸虫

症患者は、 2000年一2004年の 5年間で 369名(1年間に 60-80名)に上った。患者に認められた臨床症状

は発熱と呼吸器症状が主で、皮下結節を認めるなどの異所寄生例・迷入例は検出されなかった。

湖北省十堰市の流行地(スクリアビン肺吸虫)においては、この 5年間に見出された肺吸虫症患者は 108
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名であった。このうち 38例が呼吸器症状のみを呈したが、 36例で移動性皮下結節を、 16例に腹部症状・

病変(瞬周囲の痕痛、肝腫大、腹水貯留など)を、 7例に神経症状を認めた。スクリアピン肺吸虫では異

所寄生例・迷入例が問題で、簡便で正確な免疫血清学的診断法の導入・確立が重要である事を痛感した。

現在、当地で得たスクリアビン肺吸虫メタセルカリアをネコに感染させ、すでに糞便内排卵を確認した。

成虫を回収して抗原を調整し、改良型キット(スクリアビン肺吸虫)を作製する予定である。

考察:

本研究の結果、従来型キット(ウェステルマン肺吸虫抗原を使用) [1，2Jで、本邦のウェステルマン肺

吸虫症患者が的確に診断される事が分かった。また宮崎肺吸虫抗原を用いて作製した改良型キットで、宮

崎肺吸虫症患者が的確に診断された。すなわち、キット作製に用いた抗原の由来種と肺吸虫症患者の原因

種とが一致した場合に、的確な診断結果が得られる事が明らかとなった。注意が必要なのは複数種の肺吸

虫が人体寄生の原因となる地域で、この場合は原因種を網羅したキットの作製が必要になると考えられた。

一方で、キットの作製に用いた抗原の由来種と肺吸虫症の原因種とが異なる(異種の抗原で診断した)

場合は、結果が一定しなかった。この場合、抽出組抗原に替えて ES抗原を用いると、非特異的な反応が減

衰する事をヒロクチ肺吸虫で確認した。ES抗原の使用により診断の特異性が上昇する事は、マイクロ ELISA

の系などで既に報告されている [4Jが、免疫クロマトグラフィ一法を応用したキットでも同様の結果が得ら

れた。現在、ウェステルマン肺吸虫と宮崎肺吸虫から ES抗原を調整しているので、これを用いた改良型キ

ットを作製し、診断の種特異性が高くなる事を実証する予定である。また、リコンビナント・中性システ

インプロテアーゼを調整中であり、これを抗原とするキットを作製して、診断に活用したいと考えている。

肺吸虫のネコやイヌへの感染性は高く、これらの動物が終宿主として野外で生活環を維持している。こ

のような終宿主動物の診断には、抗ヒト IgGに替えて、動物の IgGに結合するプロテイン Aの使用が必要

となる。そこで本研究では、金コロイドで標識したプロテイン Aを準備し、ウェステルマン肺吸虫に実験

感染させたネコとイヌの血清を用いて、従来型キットで診断が可能か検討した。その結果、動物の肺吸虫

感染も診断できる事が分かった。このプロープで、肺吸虫症患者も同様に診断できた。多種類の動物を同

時に対象とした検討には、金コロイド標識プロテインAを用いるキットの使用が、有用と考えられた。

本研究で得られた成績を礎に、他の研究財団(ヒューマンサイエンス振興財団、平成 19年度)に対し

て、外国の研究機関(漸江省医学科学院・生物工程研究所)への委託事業の申請を行なったところ、採択

の運びとなった。研究計画としては、診断キットを多数作製し、これを用いて漸江省(ウェステルマン肺

吸虫)と湖北省(スクリアビン肺吸虫)の流行地で、各 500人以上の住民と多数の動物を対象に検査を実

施する予定である。肺吸虫と肺吸虫症に関する知見を総括的に取りまとめたい。この様な研究活動を行な

う事で、当該分野での技術提携と国際協力が一層推進されるものと考えている。
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調査・共同研究助成「中国東北部における真菌感染症調査および拠点形成」

3.成果の概要 (100字程度)

吉林大学白求恩基礎医学院，王麗教授との共同研究により中国東北部の真菌感染に係わる

研究拠点を形成するととができ，吉林大学第一医院における老年患者真菌感染の実情を鯛

査することができた.さらに，真菌感染原因菌の疫学ならびに生態調査に欠かせない株間

特異性を調べるSSR-PCRの条件設定をする事ができた.

4.研究組織

日本側研究者氏名:横山 耕治 職名:助教授
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調査・共同研究助成

中国東北部における真菌感染症調査および拠点形成

要旨

研究者氏名

所属機関

中国側共同研究者

所属機関

横山耕治

国立大学法人 千葉大学

真菌医学研究センター・助教授

王麗

吉林大学

自求恩基礎医学院・教授

真菌症は，輸入真菌症を除き日和見感染に依ることがほとんどなために，注目を集める機会が少ない.その

ために，真菌感染の実態は，ほとんど調査されていない.従って，中国東北部長春に拠点を形成し，真菌感染

症の調査を行い，共同研究を実施した.基礎疾患として，気管支炎，肺気腫，肺ガン，糖尿病，脳血管病，胆

管結石，胸腺炎，心血管病など老年患者の呼吸器系への真菌感染を調べた結果， 72検体中 63株(93.1%)分離す

ることができた原因菌として Candiaalbicans (57.73%)， Candida glabrata (14.94%)， Candida tropicahs 

(7.46%)， Candida krusei (7.46%) そして，A伊e培甜'us(13.43%)であった.老人の擢患率は極めて高いよう

に思われた.この結果は，中国老年学雑誌第26巻， (2006年)に掲載された.

真菌症の疫学研究には，原因菌の疫学的特徴を明確にして原因菌の由来や感染経路を明らかにしなければな

らない.これらの研究のために， DNAの繰り返し配列を利用してPCRを行い，増幅されたDNA断片の様式

から原因菌株固有の特徴を調べるSSR-PCR(Simplesequence repeat'PCR)法がある.このPCRの適正条件を

直交計画法により明らかにした.この結果は， 日本医真菌学会(2006年)に発表し，吉林大学学報第 32巻第 6

期に掲載された.

Key Words 

真菌症，病原真菌，老年患者， SSR-PCR，適正PCR条件

緒言:

真菌症原因菌には， 399種が登録されており，その中で49種程度が一般に見受けられ病原真菌である.この

数字は意外に少ないが，中国では新たな真菌症とその原因菌が見いだされる事がある.広い中国においては真

菌感染症の実態は未だに明らかにされておらず，真菌感染症の調査は中国と日本にとって重要課題の一つであ

る.さらに，真菌の生態調査が加わればより意義のある研究となる.従って，中国での真菌症調査と真菌生態

調査のための拠点形成は欠かすことができない.

真菌症の多くは， 日和見感染を引き起こす真菌が原因であり，宿主であるヒトの免疫低下が誘因となってい

る.現代医療の進歩に伴い，抗生物質の多用，抗ガン剤の使用による免疫低下，ステロイドホルモンの使用に

伴う免疫低下，エイズウイノレス感染による免疫不全など，真菌感染の機会は増えている.特に老年患者の真菌

感染が起こりやすく重篤になる傾向が予想される.

一方，真菌症原因菌の感染経路や由来，地域特異性などの疫学調査，生態調査のためには分離菌の特性を明

らかにして区別することが必要である.この株の特性を調べる方法に，ミクロサティライト (micro'satellite)

と呼ばれるDNAの縦繰り返し配列 (STRs ; short tandem repeats)，単純配列繰り返し配列 (SSR;simple 

sequence repeats) ，などを利用して， PCRを行い増幅されてくる長さの違いによるDNA断片の分布様式から
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分離株の型別認識を行う方法が行われている.しかし，まだ確立された方法は無いため.試行錯誤の状況であ

る.そこで我々は， SSR-PCRの適正条件を直交計画法により明らかにした.

対象と方法:

吉林大学第一病院入院患者， 67例，男 63例，女4例，年齢63"'92歳，平均年齢77.5歳，入院日数 12'"

72日，平均22.5日.

真菌症の診断は，検体の検鏡，培養，臨床状況を総合して行った.真菌の分離と同定は，検体をPDA(po阻加

dextrose agar)に培養し，分離後，公簿上の真菌は， 37
0Cで，菌糸状真菌は， 28"Cで培養し，顕微鏡による観

察とコロニーの色形状，により同定を行い，酵母状真菌は酵母判定用培地のコロニーの色と形状により同定し

た.

SSR-PCRによる株認識のためのPCR条件の最適化については， Asperg.辺'usfumigatus JLMR 0542株を用

い， tablel， 2の条件でPCRを行った.

結果:

老年患者呼吸器系真菌感染の調査および臨床研究

表 1真菌感染患者的原友疾病分布

原友疾病 n 拘成比(%) 

慢性文句管炎急性友作d市部感染、肺ベ貯
肺筏

糖尿病

脳血管病
胆管結石、肢腺炎

公卑宜皐

42 62.69 

5 7.46 

9 13.43 

6 8.96 

3 4.48 

2 2.99 

表 2 抗生寮使用情況

銑生家
平均周努 平均用費 拘成tじ

n 
孟盤uu 剖!ItJ.&Lg} iちを}

来砲月緩衝続巴坦納 23 8.5 6.8 34.33 

来抱三喋 7 6.7 3.0 10.45 

来砲昭島E苦 6 4.5 4.0 8.96 

当た砲捻定 5 7.7 4.8 7.46 

:!k砲米t若倒 4 4.5 3.0 5.97 

豆肢綾南 3 3.5 2.0 4.48 

失砲他碇 3 5.5 2.6 4.48 

祭賞E沙昼 9 12.5 0.4 13.43 

盤註西林飽也監巴坦盤 7 7.5 5.62 10.45 

表 3真菌菌株拘成

開i科 前株数 拘成胞(%) 

白色念珠肉 36 53.73 

先約念珠肉 10 14.93 

熱帯念珠菌 5 7.46 

克梁念珠附 5 7.46 

其他念珠菌 1.49 

主主砲酵母関 1.49 

拘焔』民胸曲毒毒菌菌
6 8.96 

1.49 

貧曲Z寒蘭 1.49 

二じ曲容薗 ld2 
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真菌感染患者の原発疾患は，表1に示した.

慢性気管支炎急性発作，肺部感染，肺気腫 42例，

肺ガン 5例，糖尿病 9例，脳血管病 6例，胆管結

石，胸腺炎 3例，心血管病 2例であった.

表2は，抗生物質の使用状況を示した.

表3には，原因菌の構成を示した.

Candia albicans(57.73%)， 

Candida glabrata (14.94%)， 

Candida tropicaHs (7.46%)， 

Candida krusei (7.46%)， 

その他の Candida(1.49%)， 

Trichosporon (1.14%)， 

A弓pergiJJusfumigatus (8.96%)， 

AspergiJJus nidulans (1.49%)， 

A伊ergillusf1avus (1.49%)， 

AspergiJJus terreus (1.49%)であった.



直交計画法による SSR-PCRの反応条件の最適化

The factors and their levels in orthogonal design 

A

B

C

 

Primer 
(c8/mol・L-り
0.25 

0.50 

1.00 

dNTP 
{cB/mol・L-り

150 

200 

250 

Templ.te 
(f18/mg. L -1) 

10 

20 

30 

Tab.l 

Taq DNA ployme回目
(}.8/U) 

0..5 

1.0 

2.0 

Level 

Orthogonal design with L9(3つ

Group 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

KI 

K， 
K， 
kl= K.l3 
k，= K，/ 3 
k，= K，/3 
R 

Degree 

唱

a

向。角。句。，
az

戸。
a
a
a
a
τ
p
a

2向 ==31

Primer 
(c./μmol・L-I)

A (0.25) 

B (0.50) 

C (1. 00) 

C 

A 

B 

B 

C 

A 

10 

11 

10 

3.33 

3.67 

3.33 

0.34 

dNTP 
(cB/mol・L-I)

A (150) 

B (200) 

C (250) 

B 

C 

A 

C 

A 

B 

11 

11 

9 

3.67 

3.67 

3.00 

0.67 

Tab.2 

Template 
{同/mg・L-I)

A (10) 

B (20) 

C (30) 

A 

B 

C 

A 

B 

C 

6 

11 

14 

2.00 

3.61 

4.61 

2.67 

Taq DNA ploymerase 
(}../U】

A (O. 5) 

A 

A 

B (1.0】

B 

B 

C (2. 0) 

C 

C 

7 

13 

11 

2.33 

4.33 

3.61 
2.0。

DNA合成酵素の濃度，鋳型 DNA濃度，ヌクレオチド三リン酸の濃度，プライマー濃度をそれぞれ 3濃度をtablelに示

したこれらの条件を直交計画法を用いて 9のグループを作成し，それぞれの条件で PCRを行い，電気泳動を行った.

結果が Fig.1に示した.

9 8 7 6 5 4 3 2 M bp 

2000 
1000 
750 
500 

250 

100 

Fig. 1 Orthogonal design of SSR -PCR 

M:DNA marker DL 2000;Lane 1-9:Group 1-9 

Fig.1の結果から Group 1-9をDegree 1から6に当てはめ，その結果をtable2の右側のカラムに示した. Kiの結果

から，鋳型 DNA濃度 30rng/l，TaqDNA合成酵素濃度lU，dNTP濃度 150μrnol/l，プライマー濃度 0.25μrnol/lが最

適とされた.

この条件下で， PCRのアニリング温度とサイクル数を検討した結果が， Fig.2である.温度を 50，53， 550Cおよびサイク

ル数を 30固と 35回で行った.
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Fig. 2 The effect of annealing temperatures and cycles on 

SSR-PCR amplification 

M，DNA markcr DL 2 OOO，Lane 1，50・'cand 30 cyxles; Lane 2，50・c
and 30 cyxles; Lane 3， 53"'C and 30 cyxles; Lane 4: 53"'C and 
35 cyxles;Lane 5，55"'C and 30 cyxles;Lane 6:55・"'cand 30 cyxles 

この結果から，アニリング温度 53
0C，サイクル数は35回が最適条件であることが明らかとなった.

考察:

老年患者呼吸器系真菌感染の調査および臨床研究

深在性真菌症患者の多くは，原発の疾病を持っている.特に老年の患者では抵抗力が著しく低下しており，真菌感染

が致命的となる場合も多い.Candida albicansは，口腔内に常在する菌でもあり，免疫能が低下すると血中に移行し

て全身感染に至場合は多いので，本菌が 53.73%を占めたことは，理解できる.しかし，A伊e培辺usの感染率は高い

と思われた.特に深在性には移行しにくいA.nidulans. A. terreusがそれぞれ1例有ったことは注目に値する.

A. fumigatusとA.flavusは深在性に移行しやすいが，検出頻度は，高いように思われる.老年患者の治療に

当たっては真菌症感染の機会が高いことを念頭に，治療に当たることが望まれる.

直交計画法によるSSR-PCRの反応条件の最適化

PCRの反応条件の検討には，本来，条件全ての組み合わせによる検討が必要であるが，直交計画法によ
る実験数の節約は重要である.本研究の条件組み合わせは， 81組が考えられるが， 9組の反応で最適反応

条件を推定する事ができた.鋳型DNA濃度が高いと非特異的増幅をもたらしがちであるが，ここでは，

試した中で最も高い 30ngが最適であった. dNTP濃度，プライマー濃度は試した中で最も低い，それぞれ 150μ

mol/l ， O. 25μmol/lであった.今後，様々な菌に対するPCRの条件検討の場合にこの方法は役立つと考えられる.
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日本人症例で同定した15"'16種のSLC25A13変異検索を行い、湖南省・黄痘症例77例中

20WIJのヘテロ接合体、福建省・肝癌症例36例中1例のヘテロ接合体、広東省・代謝異常症

症例110例中11例のヘテロ接合体・ 17例の変異ホモ接合体(シトリン欠損症の患者)を
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中国・揚子江南方地域におけるシトリン欠損症の患者発見と

SLC25A13変異頻度検索

研究代表者

中国側共同研究代表者

共同研究者
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要旨

シトリン欠損症は、常染色体劣性の遺伝性疾患であり、現在少なくとも2つの病態:肝内胆汁うっ滞性

新生児肝炎制ICCD)と成人発症E型シトルリン血症 (CTLN2)が知られている。東アジアの保因者頻度は

高く、特に中国・揚子江南方地域では43人にl人の割合で保因者が存在する。保因者頻度から計算すると

東アジアに 10万人以上の変異ホモ接合体の存在が推測されるが、これまでに発見された患者は日本以外で

は極めて少ない。本研究では、揚子江南方地域の湖南省、広東省、福建省の研究機関と共同研究を行い、

シトリン欠損症の患者発見のために啓蒙活動、診断提供と技術指導を実施した。本研究結果と過去の診断

例を合わせると、分子遺伝学的に診断した中国人症例は40例(中園、台湾、オーストラリア、マレーシア、

米国在住)になる。これまで分子遺伝学的に診断した日本人症例は 370例を超えるので、中国をはじめと

する東アジアにおいて、シトリン欠損症の疾患概念の周知と診断システムの確立を図る必要がある。

Key Words シトリン欠損症，SLC25A13，アスパラギン酸・グルタミン酸ミトコンドリア膜輸送体，

成人発症E型シトルリン血症 (αLN2)，肝内胆汁うっ滞性新生児肝炎(NICCD)

緒言

研究代表者の小林らは、長年原因不明で日本に多発する重篤な肝脳疾患、成人発症E型シトルリン血症

(ad叫t-onsettype 11 ci臥ulinemia:CTLN2)の責任遺伝子 SLC25A13を発見し、新規遺伝子産物をシトリン

(ci出n)と命名した 1)。さらに、 CTLN2の新生児期病態として、肝内胆汁うつ滞性新生児肝炎 (neona旬l

m回h叩aticcholestasis caused by ci出 1deficiency: NICCD)の発見・命名刊により、「シトリン欠損症」という
新規疾患概念を提唱した(図1)1，向。日本において、これまでCTLN2症例 160余例とNICCD症例2∞余

例を分子遺伝学的に確定診断すると同時に、 SLC25A13変異 13種を一般集団で検索し、保因者が高頻度

(1/65)に存在することを明らかにした問。

一方、日本人と同じ変異を持つ中国人CTLN2症例を分子遺伝学的に診断したこと引めにより、東アジア

の一般集団で 12種の変異顔度検索を行い、中国・揚子江南方地域において、より高頻度 (1/43)に保因者

が存在することを見いだした(図2)11，12)。中国南部では、保因者頻度から計算される両a1leleにSLC25A13
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変異を持つホモ接合体頻度は 1/7，400となり、 80，000人を超える患者の存在が予想される。しかし、シトリ

ン欠損症は多彩な症状・複雑な病態別ICCD>見かけ上健康〉αLN2あるいは他疾患)を呈し、分子遺伝

学的手法でしか確定診断できないためか、日本以外では、これまでに発見された患者数は極めて少ない叫九

本研究の目的は、特に中国南部を中心に、疾患の啓蒙活動と診断技術の提供を行い、日中共同研究により、

シトリン欠損症の患者を発見することである。
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図2.東アジアにおけるSLC25A13遺伝子密異を持つ保因者頻度と分布

対象と方法

#対象:湖南省・長沙では黄痘を呈する症例77例、広東省・広州ではガラクトース血症あるいはチロシン

血症などの代謝性疾患が疑われた症例 110例、福建省・泉州では肝癌症例36例を、シトリン欠損

症診断の対象者とした。

#方法:乾燥漉紙血あるいは末梢血から抽出したDNAを鋳型にして、日本人症例で同定した比較的頻度の

高い SLC25A13変異 15"'16種:田......，[V]l)、阿.[V珂η、W町・[医]5)、[羽・[苅・関v]問、区羽Iの、

[XVI]・医閃・医XII](Tabata et a1.論文作成中)を、 PCRlRFLP法や SNaPshotlGeneScan法を用いて

検索した。既知変異が検出されない症例について、RNAを用いたR下PCRlsequencingおよび‘genomic

DNA-PCRlsequencing法により変異同定後、遺伝子診断法を確立した。

#啓蒙活動と診断技術提供:中国語の総説発表、学会発表と論文投稿を行うとともに、中国の共同研究者

グループに対して診断技術指導を実施した。

結果

①変異同定:既知変異 [I]:851de14を1つの alleleに見いだした米国在住の中国人NICCD症例において、

変異解析を行い、 SLC25A13遺伝子のexon-12内に新規変異医XIV]:C1189T (Q39力。を同定した刊。

変異診断系確立後、両親の遺伝子検索を行い、回は母親由来、医XIV]は父親由来である結果を得た。

さらに、国内外のシトリン欠損症症例において、数種の新規変異を見いだし、遺伝子診断法の確立なら

び、に顔度検索を行っている (Songetal.未発表)。

②患者診断:SLC25A13変異 15"'16種を検索し、湖南省サンプル・黄痘症例77例では2例のヘテロ接合

体 (1β8.5)、福建省サンプル・肝癌症例36例ではl例のヘテロ接合体 (1β6)を見いだした。また一方、

広東省サンプル・ガラクトース血症やチロシン血症など 110例では、 11例のヘテロ接合体 (1/10:未知

変異を持つ患者を含む可能性大)と 17例の変異ホモ接合体(患者発見率:116.5)を検出したb，c，l)。

③啓蒙活動:第 10回国際先天代謝異常学会(幕張)におけるシトリン欠損症に関する発表は吋、世界中

から集まった 1，∞o名を超える参加者の中で注目を集めた。また一方、中国各地の医療関係者に対して、
シトリン欠損症の疾患概念を周知するために、中国語による総説掲載。と論文投稿。を行った。
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考察

本研究:日中医学協会助成事業ならびに JSPS-アジア・アフリカ学術基盤形成事業(平成 18"""'20年度、

小林圭子)の遂行により、中国を中心とした東アジアにおいて、「シトリン欠損症」に対する関心が高まり、

広東省・広州では数多くの患者を発見することができ、大きな成果が得られた。日本におけるNICCD症例

の40%は新生児マス・スクリーニング陽性を示し 8，16-22)、今回の広東省の解析もそれを支持する結果が得ら

れており、中国においてガラクトース、チロシン、メチオニン、シトルリンなどの検査の導入は不可欠で

ある。一方、 CTLN2患者では各 10%が膳炎、高脂血症、肝癌を合併ω，15，23-28)しており、さらに中国南部は

肝癌患者多発地域であることが知られている。シトリン欠損症の可能性がある疾患・患者を検索したにも

関わらず、湖南省の黄痘患者および福建省の肝癌患者におけるヘテロ接合体の割合は、一般集団の頻度と

同じ、あるいは若干高い程度であった。これらは検索した患者数が少ないことに起因する可能性もある。

少なくともそれぞれの疾患の中で、シトリン欠損症が大きな割合を占めるものではないと考えられるが、

それら疾患形成にどの程度関与するかを検討するには、より多くの症例を検索すると同時に、アルコール

が飲めない、甘いものが嫌いなと、の因子を加えて絞り込みを行い、詳細に解析する必要があると考える。

シトリン欠損症は日本や中国に限らず、世界中に患者が存在することが明らかになってきている 8，29，30)の

で、疾患の啓蒙活動、診断法の開発 31)に加えて、治療法の開発が今後の重要な課題となる。
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一日中医学協会助成事業一

新彊ウイグル自治区におけるエキノコックス症その他人畜共通寄生虫病に関する分子・免

疲疫学研究

要旨

研究者氏名 伊藤亮

所属機関と役職 旭川医科大学、教授

共同研究者名 Mamuti Wulamu 

新彊医科大学助教授

WangHu 

青海省地方病研究所所長

QiuJiamin 

四川省寄生虫病研究所名誉職員

中国で蔓延しているエキノコックス症の流行現場のひとつは四川省、青海省にまたがるチベット高原東北部地域である。

本研究調査ではこれまでに調査されたことがない青海省昆帯山脈と唐古位山脈の聞に位置する野生動物の保護地域、

可可西里高原(揚子江源流域)でエキノコックス症の調査を試みた。青海省地方病研究所、 Dr.Wang Hu所長からフラン

ス、イギリス、日本それに中国の4ヵ国合同調査の形で可可西里高原における調査を実施したいという話が届いた。これ

まで外国人を含めた調査は1度もされたことがない秘境であり、この調査は青海省地方病研究所が同地域でベストの調

査を2006年に展開していることから、これらの調査基地を中心にエキノコックス症調査を試みることが可能であるという提

案であった。 2006年6月に新彊ワイグノレ自治区に出張し、新彊医科大学学長と今後の共同研究展開についての意見交

換を行ない、ウノレムチ郊外での条虫症(テニア症)の流行について予備的調査を試みた。そのあと、新彊医科大学助教

授MamutiW(通訳兼)、WangHu所長と研究所職員、フランスの研究チームとの合同調査として2006年7月に可可西里

高原におけるエキノコックス症調査を実施した。野生動物王国だけあり、愚者の有無は今回の調査からは確認されなかっ

たが、野生動物聞でのエキノコックス条虫(Echinococcusmultilocularis多包条虫)は少なからず発見された。特に興味深

かったことはこれまでこの地域にはチベットギツネとアカギツネの2種類が分布していることを確認、していたにもかかわらず、

もう一種、コサックギツネも分布していることが判明した。その結果、これら3種類のキツネの糞便の鑑別を可能にする分

子検査法の開発が必要になった。これまで調査してきた四川省、青海省の省境周辺地域ならびにチベット東部地域以外

で多包条虫が発見されたことから、中国国内での多包条虫の分布がチベット高原から昆南山脈までかなり広い範囲であ

ることが判明してきた。これまでの調査成績に基づけば、新種エキノコックス(Echinococcusshiquicus)を含む3種のエキノ

コックスが同所的に分布していることが判明しているチベット高原東北部(四)11省、青海省)に接しているチベット東北部

の調査を最優先させるべきであると考えられる。この地域で流行が確認される場合に、唐古桂山脈の南部、さらに北部の

可可西里高原まで調査地域を拡大させるべきであると結論された。

Key Words エキノコックス症、テニア症、野生動物、新彊ウイグノレ自治区、青海省、昆南山脈、唐古佐山脈，可可西里

高原、揚子江源流域

緒言

中国内陸部、主に四川省、青海省、甘粛省、新彊ウイグル自治区においてエキノコックス症(多包虫症)が流行している
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ことは1990年に始めた国際共同研究成果としてかなり明らかになってきている(Craiget a. 2006)。イギリス、フランス、ニ

ュージーランド、アメリカ、日本がそれぞれ独自に展開してきた国際共同研究であり、すべての共同研究に参加を求めら

れたのが旭川医科大学であった。それは旭川医科大学でエキノコックス症に関する血清診断法の研究で国際的に評価

されていたことによる。それぞれの国際共同研究が別個に展開されるよりもまとまって実施する方が効率的であると判断し、

2000年7月に四川省成都で旭川医科大学、伊藤亮の提案で国際ワークショップが開催された。中国中央政府からも公

衆衛生担当の部長、局長が参加した(Itoet al. 2003)。

本研究では新垣ウイグノレ自治区におけるテニア症の流行についての予備調査を行い、それに引き続き、青海省昆南

山脈からチベット自治区省境、唐古技山脈の聞に広がる可可西里高原(揚子江源流域)におけるエキノコックス症調査を

行った。中国の中でも一、二を争う秘境でのエキノコックス症調査が2006年にだけ可能になるという情報により、本研究

の主な対象をこの地域での調査にしぼった。この秘境の野生動物にエキノコックスが感染しているのかについての資料

が手に入れば非常に貴重であるという角度からの調査である。我々の調査に先立ち四川省寄生虫病研究所のQiuJM博

士達の調査隊が四川省からチベット北東部を通って、唐古控山脈を越えて、可可西里高原に5月に入境し、動物ならび

に住民の調査を展開した。本研究ではこの四川省寄生虫病研究所が調査した地域とは異なる地域を選定した。四川省

寄生虫病研究所、青海省地方病研究所の合同調査から得られた患者血清、患者の肝病巣、寄生虫サンプルについて

の解析も目的に含まれた。

対象と方法:

野外調査:新彊ウイグノレ自治区ではテニア症(無鈎条虫症)が稀でなく、牧畜(ウシ)地域での住民の生活環境調査を

予備的に試みた。昆青山脈とタングラ山脈に固まれた可可西里高原(揚子江原流域)における地域住民、野生動物にお

けるエキノコックス感染の有無についての調査:住民については問診、画像診断、血清検査、動物調査についてはトラッ

プによって捕獲されるネズミ類を中心に肝臓病変の有無の確認、交通事故、自然死などで見つかるキツネの小腸を解剖

し、エキノコックス条虫の有無を確認、する、この3通りの検査法を採用した。

実験室内での解析:基本的には中国人研究者が血清、遺伝子、すべての解析を旭川医大研究グループの技術指導

の下で展開する形を採用した。

結果:

2006年6月"'7月の調査結果ならびに実験室内での解析結果

1) 新彊ウイグル自治区:無鈎条虫感染住民が1人が発見されたが、感染ワシ等の確認、はできなかった。

2) 青海省、可可西里高原住民の画像診断から、エキノコックス症を疑える住民は発見されなかった。

3) 約500匹のノネズミ、ナキウサギを捕獲し、肝臓病変の有無を調べたが、エキノコックス感染を疑わせる肝病変を持

つ個体は皆無であった。

4) キツネは2頭が捕獲されたが、 1頭はアカギツネ、もう1頭はコサックギツネとフランスの研究者により形態学的に同

定された。アカギツネからエキノコックス条虫が多数発見された。旭川医科大学でエキノコックス(多包条虫)遺伝子

が確認された。

5)青海省でエキノコックス症の流行が深刻な地域の住民血清、四川省のQiuJM博士のチームが入手したサンプルを

用い、エキノコックス感染に特異的な抗体検査を要請され、四川省寄生虫病研究所の研究者を招聴し、解析が進

められているが、未完成である。 2007年に再度研究者の招鳴を含めた計画を実施する必要がある。

考察:

nδ 



中国におけるエキノコックス症を引き起こす寄生虫としてこれまで多包条虫(E.multjJoculari注)と単包条虫(Echinococcus

granu!osus)が報告されていたが、我々の 2005年までの共同研究から、さらにもう1種類E.shiquicus(新種)が同所的に

分布していることが判明した。これまで、 3種が同所的に分布している地域は四川省北西地域から青海省南部地域の一

帯である。今回の青海省昆嶺山脈から唐古挫山脈(チベット自治区との省境)の聞の、いわゆる可可西里高原(揚子江源

流域)での調査からは新種E.shiquicusはまだ見つかっていない。この地域に住む住民の密度は極端に低いことから、住

民調査には困難が伴うと予測される。それゆえ、野生動物からエキノコックスが見つかるかどうかの調査を優先的に、継続

的に展開する必要がある。これまでの調査成績を総合的に分析すれば、むしろ、チベット北東部地域でのエキノコックス

症患者証明と動物におけるエキノコックス感染の証明の方が重要と考えられる。この地域でエキノコックス症の流行が確

認される場合に、そこから北上して唐古桂山脈の南側、それから唐古技山脈の北側の可可西里高原に調査を展開する

四川省方式の方が合理的である。四川省の QiujM博士のチームが可可西里高原で入手したサンプルの解析ならびに

これまで許可されていないチベット自治区北東部地域の調査が重要であると結論された。
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一日中医学協会助成事業一

開発途上国における環境汚染の発生・生殖影響に関する研究

要旨

研究者氏名 横山和仁

日本研究機関三重大判て判完医学系研究科

研究者氏名 田英

中国所属機関上海交通大学医明覧予防医学教室

その他の共同研究者北村文彦、木田博隆、許菅

近年、内分泌かく乱物質をはじめとする各種環境化学物質の低r掛暴露によるヒトへの健康影響、とりわけ
次世代に継代されうる生殖影響、あるいは胎児への急性・慢性毒性影響が世界規模で危↑具され、その実態解明

が急がれている。本研究は鉛などの微量金属の非職業低濃度曝露を有する女性の女勤辰、出産に至るまでの生殖

機能影響、ならびにこれらの女性由来の胎児・新生児に出現する先天異常障害の量一影響仮応)関係を、中

国上海市の妊婦と新生児を対象として検討した。

KeyWord 

微益金属、生殖影響、低体重児

緒言

微盆金属はヒトの物質代謝を維持するのに不可欠であるが、これらの物質の体内蓄秘は中毒になる原因で

もある。環境汚染の職業性暴露がヒトへの似It影響は従来から知られていたが1-3)、近年、内分泌かく乱物質

をはじめとする各種環境化学物質の低濃度曝露によるヒトへの健康影轡、とりわけ次世代に継代されうる生

殖影響、あるいは胎児への急性・慢性毒性影轡が世界規模で危f具され、その実闘将明は急務である。特に、

国際的にみると、化学物質などの微量暴露によって生じる生殖・発生影響のヒトにおける解明はまだ不十分

である。

近年の先行研究では、中村ら4)や佐藤ら5)は、ラットを用いて、妊娠中カドミウム(Cd)の低濃度暴露による

母子間移行及び胎児毒性に関して実験し、低濃度のCd暴露が母体骨代謝と胎児毒性に影響を及ぼしていると

報告した。また、仲井ら6)はマウスを用いて低濃度メチノけく銀長期暴露による神経行動的影轡を解析し、有

意に影響があると砺容された。一方、ヒトにおける環境化学物質の低濃度暴露について、 Mohsenら7-9)は鉛な

どの重金属と生殖・胎児毒性影響との因果関係を分析し、鉛(Pb)、アンチモン(Sb)、マンガン(地)の環境暴

露が妊娠高血圧、子痢前症のリスク要因であると報告したが、実際環境化学物質の微丑暴露と胎児毒性影響

との因果関係に関する研究は多くない。

一方、出産期医療の発展につれ、正常体思巴の死亡率は大きく減ル、したが、早産や低体重児の死亡率は相

当高く、低体重は出産期死亡の主な原因となっている(0)。また、妊娠中に妊婦体内の微量元素の濃度が新生

児の体重や出産後児の発育に影響を及ぼしているという報告がある11-15)。したがって、環境化学物質の微量

暴露と生殖・胎児毒性影響との因果関係を明らかにすることは、人類の存続に直接関わる生殖機能を正常に

維持し、次世代を担う胎児の健全な出生をサポートするための予防医学的あるいは臨床医学的方策を決定す

る上で極めて重要であると思われる。

そこで、、本研究は研究交流の持続的進展を図るとともに、開発途上国である中国・上海における環境因子
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の健康影響の研究の発展を目指して、鉛などの金属の非職業低濃度曝露を有する女性の妊娠、出産に至るま

での生殖機能影響、ならびにこれらの女性由来の胎児・新生児に出現する先天異常障害、特に低体重児に焦

点を当たって、盆ー影響仮応)関係を明らかにすることを目的とする。

対象と方法

中国の工業化都市ー上海を対象地域とした。上海市は1350万人を超える大都会で6340平方キロメートノレ以

上の面積を有し、軽工業化による環境汚染が著しい地域である。また、農村近郊の人口も少なくなく、総人口

の約 30%を占めている。調査とした病院は、サンプルを一般化しやすいため、市中心にある上海交通大学医

判却付属瑞金病院と市近郊にある上海市第七人民病院の産婦人科を選んえ

研究期間:平成18年4月'"'-'3月

研究対象者:以下の条件を満たし、研究期間に分娩した(自然分娩)妊婦、その配偶者及び胎児

A. 両親とも遺伝性疾患、先天性疾患などがないこと;
B. 多胎でないこと;

C. 母親は目白首、妊娠中毒、妊娠高血圧がないこと;

D. 苧l帥は孟37週、体重は2500g以下である，こと
研究方法:対象とする妊婦・配偶者に研究目的と方法を十分説明し予め同意を得た上で (informedconsent) 

以下を行った。

1.データ収集:以下を収集した。①母親〈妊婦)の静脈血および肺帯血(出産時)、尿。②母親の年齢、

体重、身長、血圧、教育歴、収入、分娩形態、職歴、喫煙・餅圏、既往歴伺産期異常を含む)、妊娠・

出産歴、飲料水供給源(水道、井戸など)、牛乳消費拡等。③新生児の出産週齢、身長、体重、頭園、胸

囲、 Apgarscore、先天異常(体表奇形ほ的等。⑪と親配偶者)の年齢、体重、身長、血圧、教育歴、

収入、職歴、勝~.餅酉、既往歴、飲料水供給源(水道、井戸など)、牛乳消費量等。②、③、④は病院

の診療記録および本人への面接聞き取り調査により収集した。

2.解析方法:母親の静町岨及び腕帯血は病院で採取し、上海交通大学医判完で一般生化学分析を行った。

残りは冷凍保存(一200C) して、予定数の試料が集まったら上海交通大学医判淘哨属児童医学研究センタ

ーでICP-MSを用いて、鉛(Pb)、アンチモン(Sb)、マンガン(Mn)、カドミウム(Cd)、コバノレト(Co)、E鉛

(Zn)、水銀(Hg)、枇京(As)などの微盆金属と農薬(および代語1物)の濃度を測定した。

結果

現在まで収集された 116例のデータの単純集計は以下の通りに報告する。今後ICP-MSの結果をまとめて

ゆく予定である。

1. 妊婦及び配偶者の基本データ

項目 最小値 最大値 平均値 標準備差

妊婦の年齢 19 40 27.96 4.257 

妊婦の妊娠前体重 41. 0 73 53.435 5. 7984 

妊婦の出産前体重 50.0 94.0 68.967 9.1139 

妊婦の身長 136.0 173.0 161. 495 4.9509 

父親の年齢 20 48 30.39 5. 149 

父親の体重 51 135 73. 16 11. 991 

父親の身長 161 189 174.46 4. 731 
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2. 妊婦及ひ酒己偶者の生活習慣に関するデータ

項目 妊婦 配偶者

喫煙歴 あり 114(98.3児) 60 (51. 7覧)

なし 1 (0.矧) 51ω4.09の
受動喫煙歴 あり 67(57.邸) 55(47.8%) 

なし 48(41. 4%) 60(52.2先)

飲酒歴 あり 113(97，41覧) 31(26.7九)

なし 2 (1. 7先) 80(69.0見)

飲用水供給源 水道水 52 (44.邸) 61 (52. 6見)

井戸水 1 (0.鮒) 。
浄水器の水 51 (44.側) 49(42.2見)

ベットボトル浄水 9(7.邸) 2 (1. 7'覧)

牛乳の飲用 あり 99(85.3見) 66(56.舗)

なし 11 (9.6覧) 44(37.9先.)I 

医療保険の有無あり 66(56.鰯)

なし 49(42.2%) 」

3. 妊婦の妊娠・分娩史

項目 あり なし

月経異常 20(17.2見) 92(79.3覧)

流産史 39(33.6'覧) 76(65.5覧)

脳閥陀期検査 99(85.3見) 7(6.側)

妊t慰問の服薬 49 (42.却) 61 (52.6'先)

妊娠期放射線との接触 6(5.2%) 108(93.1先)

矧開明農業との接指虫 2 (1. 7見) 113(97.4'犯)

妊娠中に家庭内の農薬備蓄 1(0.9出) 114(98.3九)

4. 新生児の基本データ:新生児の中、男性57名、女性59名であり、全て先天性異常なし。

項目 最イイ直 最大値 平均値 標準備差

新生児の週11命 32 41 38.44 1. 343 

新自尼の体重 1200g 4840g 3261. 68g 544. 745g 

新生児の身長 41cm 52cm 48. 97cm 2. 233cm 

新生児の頭囲 32cm 37.5cm 34. 659cm 1. 2852cm 

新生児の胸囲 30cm 38cm 33.306cm 1. 815cm 

新生児出産時

のApger評{面 9 10 9.99 .105 

5. 住まい環境

項目 あり なし

最近3年内の内装 49(42.2犯) 63 (54.3覧)

部屋内の匂い 9(7.邸) 106(91. 7覧)

住宅周辺の工場 9(7.邸) 106(91. 7免)
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住宅周辺の主な交通線

冬に暖房の使用

部屋内殺虫剤の使用
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東アジアでのフェニルケトン尿症の分子遺伝学的解析
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日本研究機関 大阪市立大学大学院医学研究科

研究者氏名 宋防

中国所属機関 首都児科研究所

要旨

フェニルケトン尿症(PKU)は新生児マススクリーニングにより世界的な規模で化学診断、遺伝子診断、治療が

なされている。我々のPKU遺伝子診断システムは 1)GC clampプライマーを用いた WAVE核酸フラグメント解

析法による異常エクソンの検出。 2)当該エクソンのダイレクトシークエンスによる遺伝子変異の同定。 3)

multiplex ligation-dependent probe amplification (MLPA)法による欠失変異の同定を行っている。今回、日本在住フ

ェニノレアラニン水酸化酵素σA町欠損症患者179名の分析結果では、シークエンスにて遺伝子変異を343/358対

立遺伝子に、 MLPA法にてエクソン5&6の欠失変異を2/15対立遺伝子に同定した。 61種類の遺伝子変異(15種

の新規変異)で遺伝子診断率は96%であった。中国在住愚者では349β70対立遺伝子(94.3%)で遺伝子変異を同定

した。日中間で主要な遺伝子変異は共通しているがその頻度は異なっていた。また、少数個別的な遺伝子変異

は異なっていた。 13C-Phe経口投与によるフェニノレアラニン呼気テストでは初vivoPAH活性(13C02の累積回収

率、 CRR%)は古典型と軽症型PKU患者、ヘテロ保因者、そして正常コントローノレの各群で有意に異なってい

た。軽症型 PKU ではテトラヒドロビオプテリン(B~)は残存 invivoPAH 活性に比例して PAH を活性化した。

Key Words フェニノレケトン尿症、フェニノレアラニン水酸化酵素、ピオプテリン、遺伝子解析、呼気テスト

緒言:

フェニノレケトン尿症σKU)は肝臓のフェニノレアラニン水酸化酵素(PAH)の欠損によって発症する常染色体劣性

遺伝疾患である。新生児マススクリーニングによる早期発見と早期治療の結果、 PKUでの精神運動発達遅滞等

の症状は予防され、良好な経過をとっている。 PAH活性は主に肝臓で発現し、末梢血や繊維芽細胞では認めら

れないことから、 PKUの診断はPAHの測定ではなく、食事などの環境的要素の影響を受ける血中フェニルアラ

ニン値でなされている。 PKUは無治療時の血中フェニノレアラニン値とフェニノレアラニン摂取許容量から軽症高

フェニノレアラニン血症(HPA)から軽症型PKU、古典型PKUと種々の重症度が知られており、遺伝的な多様性が

明らかにされている。酵素診断が通常行われていないPKUでは患者の重症度を推定することは非常に重要であ

る。遺伝子診断の目的の一つは臨床重症度の推定である。今回、我々は新しいPKU遺伝子診断システムを開発

し、日本在住患者179名について分析した。すなわち、 1)GC clampプライマーを用いた WAVE核酸フラグメ

ント解析法(DHPLC)による異常エクソンの検出。2)当該エクソンのダイレクトシークエンス(DS)による遺伝子変

異の同定。 3)multiplex ligation-dependent probe amplification (MLPA)法による欠失変異の同定を行っている。フェ

ニノレアラニン呼気テストで invivoPAH活性を測定し、 PKUの臨床表現型と遺伝子型の関係、テトラヒドロピオ

プテリン (BH4)の反応性について検討した。中国在住患者185名について宋防準教授が分析した結果もあわせ

て報告する。

対象と方法:

1) PKUの遺伝子解析

-A 
n
d
 



血中フェニノレアラニン値(治療前)が 5mgldl以上の日本在住PAH欠損症患者 179名/358対立遺伝子について

分析した。 DHPLC法では 40bpのGC・clampプライマーを片側に用いて、 13エクソンを PTC・200Thermal-cycler 

でPCR増幅合成した。 95
0
C5分でdenatureした後、 45分間で25

0
Cへクーリングした。 DHPLC分析には WAVE

system (Transgenomics， UK)で行った。ヘテロデュープレックスを示したエクソンを PCR増幅合成した後、 GFX

Pぽ ificationkit (Amersham)で抽出し、dRhodaminTerminator Cycle Sequencing Kitを用いて ABIPRISM 310 genetic 

analyzerで分析した。遺伝子変異を同定できなかったサンプノレはmultiplexligation-dependent probe amplific幻ion

(MLPA， MRC Hollanの法にて分析した。 DNA100ngを98
0

Cで5分間 denatureした後、 SALSAprobe mixとMLPA

bu妊erを加え 60
0
C 16時間でハイプリダイゼイションした。 540C 15分で ligationした後、 6・FAMで標識された

プライマーを片側に用いて PCR増幅合成した。 TAMRAでラベノレした内部サイズ標準(TAMRA-500、ABI)を使

用して ABI・377gel sequencerで分析した。中国在住PAH欠損症愚者 185名β70対立遺伝子について single-strand

conformation polymorphismで遺伝子変異のあるエクソンをスクリーニングした後、シークエンス解析した。

で遺伝子変異スクリーニングと

2)フェニノレアラニン呼気テスト

PAH欠損症20例(男 11人、 1・23歳)、 6・ピノレボイルテトラヒドロプテリン合成酵素 (PTPS)欠損症2例、ヘ

テロ保因者4例、正常コントローノレ4例について分析した。 PKU患者の内訳は、古典型PKU(無治療時の血中

フェニルアラニン値>1.2mM)が 13例、軽症型PKU(0ふl.2mM)が 6例、軽症型HPA(< 0.6mM)が 1例で

あった。 l3C_フェニノレアラニン(l3C-Phe、10mg/kg、最大量 200mg)を内服後、 0、10、20、30、45、60、90、

120分に呼気を採取し、質量分析計 (BreathMAT Plus; Finnigan MAT， Germany)にて 13C02、l2C02を測定した。 Bf4

(10mg/kgl目、最大量200mgl日)を呼気テスト前3日関連日服用し Bf4反応性をチェックした。呼気テストで

は、 1)呼気中の l2C02に対する l3C02の割合を企l3C(%0)でとして、 2)投与された l3C_Pheのうち 120分間の

呼気中に l2C02として排出された量を累積回収率 (CRR，%)を invivo PAH活性の指標とした。

結果:

1) PKUの遺伝子解析

PCRプライマーに GC-clampプライマーを使用したDHPLCの結果の例を図 1に示した。エクソン 12のR413P

変異では、通常プライマーを使用した場合メインピークの左に 1本の peakが確認できるだけであったが、

GC・・clampプライマーではヘテロデュープレックス由来とホモデュプレックス由来の各2本のピークが確認でき、

ピーク判定が明確になった。他のエクソンにおいても GC屯lampプライマーを使用することで遺伝子変異の存在

を容易に検出できるようになった。次に MLPA法でエクソン 5&6欠失変異を検出した結果を図 2に示した。コ

ントロールサンプルと比較して欠失変異ではエクソン 5と6に対応するピークが明らかに低下していた。そし

て、その面積比を比較するとコントローノレの 0.4""0.6であった。

日本在住 PAH欠損症患者 179名の分析結果では、改良 DHPLC法とシークエンスにて遺伝子変異を 343/358

対立遺伝子に、 MLPA法にてエクソン 5&6の欠失変異を 2/15対立遺伝子に同定した。 61種類の遺伝子変異(15

種の新規変異)で遺伝子診断率は96%であった。中国在住患者の 185名の分析では 70種類の遺伝子変異(15種の
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新規変異)で遺伝子診断率は349β70対立遺伝子 (94.3%)であった。主要な遺伝子変異はR243Q、EX6・96A>G、

RIIIX、Y356X、R413Pでそれぞれの頻度は22.2、11.1、 8.7、6.5、6.5%であった。

2)フェニノレアラニン呼気テスト

経口投与された 13C_Pheが生体肝で代謝され呼気中に 13C02として排出される。正常コントローノレとヘテロ保

因者では13C_Phe投与後20・30分に企13Cのピーク値を示し、42.3%0(28.7・53.4%0)と 27.2%0(21.1・32.5%のであった。

一方、古典型および軽症型 PKU ではが 3C 値は低く、ピークも示さなかった。 B~負荷後、軽症型 HPA の呼気

中s13C値は著明に増加し、 20・30分にピーク値24.5%。を示した。軽症型 PKUも同様にs13C値は増加しピー

ク値8.87%0(3ふ21.6%0)を示した(図 3)

古典型PKU、軽症型PKU、軽症型 HPA、ヘテロ保因者、正常コントロールの各群で CRRは有意に異なって

いた(図的。 BH4負荷により軽症型PKU(4例)と田'A(1例)でCRRは2.6倍上昇したが、古典的眼目例

ではその上昇を認めなかった。 BH4投与で血中フェニノレアラニン値が 2mg/dl以下にコントローノレされている

PTPS欠損症患者2例の CRRは5.88%と19.0%であった。

軽症型 PKU患者の遺伝子型は、軽症型変異 (L52S、R241C、R408Q)

軽症型HPAはR241Cのホモ接合体であった。

と重症型変異の複合ヘテロ接合体で、

考 察:

これまでPKUでは世界中で450種類以上の遺伝子変異が同定されている(蜘:/l附 w.oahdb.mce:ill.cal)0 日本

と中国での遺伝子解析では、それぞれ 61種類と 70種類の遺伝子変異が同定されている。頻度の多い主要遺伝

子変異 (RI11X、IVS4nt・1、EX6・96A>G、R241C、R243Q、Y356X、R413P)は両国に共通して認められること

が多く、日本と中国の PKU遺伝子のそれぞれ67%と63%を占めている。日本人と中国人ではPKU遺伝子種類

と頻度は近似しているが、欧米白人のものとは異なっている。これらのことから PKU遺伝子変異の大部分の発

生起源は古く、白人種と別れて以降、両人種に分離する前であると推測される。今回同定された遺伝子変異で

はR241C、P407S、A373T、A132V、L52S、R408Qの各変異はPAH活性が残存していると推測され、その遺伝

子変異を有する患者はmildPKUもしくはmildHPA患者であった。

フェニノレアラニン呼吸テストでは経口投与された 13C_Pheは小腸から吸収され、門脈を経過して肝細胞に輸送

される。肝細胞内の 13C-PheはPAHにより代謝され、チロシン、 4ーヒドロキシフェニノレピノレピン酸を経て、
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最終的に 13C02として呼気中に排世される。呼気テストでは、特別な前提条件や血液サンプリングのような痛み

を伴う操作を必要とせず、約2時間の呼気のサンプリングで終了するために、容易にしかも繰り返し行うこと

ができる。フェニノレアラニン呼気テストでの CRR値は、図4に示したように古典型PKUから軽症型HPAまで

連続している。このことはPKUの臨床表現型が非常に多様であることと一致し、 PKU遺伝子変異の多様性と一

致している。事実、本研究においても 20人の患者で 18の異なる遺伝子変異が認められている。

呼気テストの結果では、それぞれ、古典型 PKU、軽症型 PKUと軽症型 HPA患者は、 1%く、 1・1.4%、2.4%の

有意に異なる CRR値を示しており、逆に CRRから臨床表現型を決定できると考えられた。 Kureらにより軽症

型 PKU では B~投与により、血中フェニノレアラニン値は低下することが報告されている 1)。我々の呼気テスト

では CRR1%以上の症例、すなわち、軽症型PKU、軽症型田A症例に BH4反応性が認められた。 PTPS欠損症

患児と軽症型 HPAの呼気テストの結果から血中フェニノレアラニン値を良好にコントロールするための CRRの

目安は5-6%と考えられた。

今回の研究では、臨床表現型、呼気テスト、遺伝子型の3者は各患者で一致しており、不一致例はなかった。

PKUの臨床表現型と遺伝子型の関連性が報告 2)されるとともに、その後その不一致例が多数報告されている。

呼気テストは臨床表現型に影響を与える環境因子のうち食事量などの不確定要素を除外することができ、臨床

表現型と遺伝子型の不一致例のより詳細な検討に有効である。欧米でのこの呼気テストを利用した臨床表現型

と遺伝子型の関連性ではTreacyら3)は呼気テストによる臨床表現型と遺伝子型の不一致、特にヘテロ保因者で

の不一致例を報告し、 Mutauら4)の呼気テストを用いた検討では、軽症型PKUであっても、また、閉じ遺伝子

変異であっても B~に反応する場合としない場合があると報告している。その原因として、 PAH 側の要因とと

もに B~側の要因としての B~ の生体内への吸収能の個体差、などを含めて今後、検討する必要がある。

フェニノレアラニン呼気テストは、 PKU の臨床型、 B~反応性 PAH欠損症の診断、およびB~投与量の決定に有

効であると考えられた。 PKUでは原則的に臨床表現型と遺伝子型に関連性が認められ、 PKUの臨床症状を規定

しているのは遺伝子型であるということが明らかである。しかしながら、その不一致例も存在し、何らかの要

因が関与しているが、その因子についてはいまだ十分に明らかではなく、その解明は新しい治療法への糸口に

なる可能性がある。
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一日中医学協会助成事業一

日中におけるヘリコバクターピロリ感染の胃発癌リスク解析

要旨

研究者氏名

所属機関

中国側共同研究代表者

所属機関

東健

神戸大学医学部・教授

表均
中国西安交通大学第二病院・教授

Helicobacter pylori (瓦 pylori)が胃粘膜上皮細胞に接着すると、 CagAがH.pyloriから胃粘膜上

皮細胞内へと注入され、上皮肉でCagAがチロシンリン酸化を受け、細胞の増殖や分化に重要な役割を

担う細胞質内脱リン酸化酵素S即一2と結合する。また、 cagA遺伝子はSHP-2結合部位に一致し多型性

を示し、東アジア株に特異的な配列を認め、東アジア型のCagAは欧米型に比べSHP-2との結合が強い

ことを認めた。今回、 CagAの多型の臨床的意義を解析するため、胃癌死亡率の異なるアジア地域(男人

口10万対、兵庫:43.7、沖縄:18.2、中国:36.7)の菌株の CagAを検討した。兵庫株及び中国株の全て

は東アジア型のCagAであったが、沖縄では胃炎株の6株(14.3見)はCagA陰性で、8株(19.0免)が欧米型、

28株(66.7免)が東アジア型のCagAであった。慢性胃炎株では、東アジア型のCagAを有する株の感染例

において、CagA陰性及び欧米型のCagAを有する株の感染例に比べ胃粘膜萎縮度が有意に高度で、あった。

したがって、東アジア型CagAは胃粘膜萎縮及び胃発癌に関与することが考えられた。

Key Words Helicobacter pylori、胃癌、慢性胃炎、 CagA

緒言:

H. pyloriは全世界で人口の50%以上に感染している最も感染率の高い慢性感染症であり、慢性胃炎、

胃・十二指腸潰蕩、胃癌、胃 MALT(mucosa-associatedlymphoid tissue)リンパ腫など多くの消化器疾

患に関与している。「謎1:どうして H.py/oriという単独の細菌感染により、病態の異なる多彩な消

化器疾患が生じるのか?J

一方、アジア諸国はH.pylori感染率はおしなべて高いにもかかわらず、 H.pylori感染が関与して

生じる疾患の種類や頻度は各国により大きく異なっている。 H.pylori感染は胃癌との関連が認められ、

H. pyloriは 1994年に世界保健機構より 1群の発癌因子に認定されている。しかし、疫学的研究にお

ける H.pylori感染による胃癌発症のオッズ比は、約 2""23と国や地域により大きく異なる。日本、

韓国、中国では胃癌の発症が極めて高いが、フィリピン、タイ、インドネシアでは極めて低い。「謎2:

どうして H.py/ori感染率が一律高いアジアにおいて胃癌の発症率がアジア諸国において異なるの

か?J

このH.pylori感染の病態の民族差、「謎J、"Ethnical enigma"を明らかにすることが、 H.pylori 

感染の病態解明につながると考えられる。 H.pylori感染におけるこれら疾患の多様性に、瓦 pylori

の菌の多様性が関与していることが考えられる。実際、 H.pyloriには遺伝子変異が極めて多いことが

明らかにされ、 H.pylori菌株における疾患特異性が解析されてきている。 H.pyloriのゲノムは、株

により大きさ自体約 160万から 173万塩基対(大腸菌の約44%に相当)と異なる。このことは他の細

菌ではみられない特徴的な現象である。 H.pylori各株は生理・生化学的に共通する安定した性状を示

すにも拘わらず、数個の物理的染色体地図の比較により、遺伝子の多型性が認められ、遺伝子の相互

位置も大きく異なっている。これは、高い形質転換率を持ち、外因性の DNAが導入されやすいためと
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考えられている。 1997年にはイギリスの胃炎患者から分離されたH.pylori・標準株 26695のゲノムの

全塩基配列が決定され、全長 1667867塩基対で 1590の遺伝子が認められた。次いで、 1999年にはアメ

リカの十二指腸潰窮患者から分離された菌株 J99のゲノムの全塩基配列が決定され、全長 1643831塩

基対で1495の遺伝子が認められた。この2つの菌株間では、ゲノム構造は似かよったもので、あったが、

6---7%の遺伝子がそれぞれの株に特異的で、あった。この違いが、胃炎と十二指腸潰療という、それ

ぞれの病態の違いに関与していると考えられている。 H.pyloriはヒトの胃粘膜に特異的に接着し感染

している。したがって、ヒトのこれまでの移動と共に、 H.pyloriも地球上を移動してきたと考えられ

る。 H.pyloriのゲノムを解析すると、H.pyloriのゲノムの多型性の分布が、人類の起源や移動と一

致することが示されてきた。これまで世界各地の菌株 370株において、 8つの遺伝子を選び(7つの構

造遺伝子と病原遺伝子である細胞空胞化毒素遺伝子 vacA)塩基配列を解析したところ、世界中の

H .pylori菌株は主に5つのグループ(2つのアフリカ株、 1つのアジア株、 2つのヨーロッパ株)に分

けられることが報告されている。我々も、以前、世界7ヶ所の機関との共同研究により、同様な解析

を行ったところ、アジア株の特異性を認めた。また、興味深いことに、 H.pyloriの生存に必須の構造遺

伝子よりも、 vacAなどの病原遺伝子に菌株間の違いが大きいことが認められた。このことは、単に H

pyloriがランダムに遺伝子変異を起こすだけでなく、 H.pyloriの生息環境や遺伝子の機能的な作用

により選択的に変異が生じてきていることが示唆される。したがって、逆に変異の大きい遺伝子は病原

性に関与していることが考えられる。また、 H.pyloriのゲノムには本来H.pyloriのものではない外

来性の遺伝子群が存在している。これは病原性大腸菌など多くのグラム陰性菌に共通した現象であり、

これらの細菌では、この外来性遺伝子群を持つことで病原性を発揮することが認められており、この

遺伝子群を病原遺伝子群 (pathogenicityisland， PAI) と呼んでいる。丘 pyloriでは、病原因子の

一つである細胞空胞化毒素関連蛋白(CagA)の遺伝子 cagAがこの PAI内に位置しており、 cagPAIと呼ば

れている。 H.pyloriのcagPAI内には、菌体内から菌体外へ、蛋白をそのままの形で放出する IV型分

泌装置を構成する遺伝子が存在している。我々は、 H.pyloriが胃粘膜上皮細胞に接着すると、 IV型

分泌装置が H.pyloriの細胞膜から上皮細胞膜へ針をさすように突き刺さり、その内腔を通して CagA

がH.pyloriから上皮細胞内へと注入され、上皮肉に注入されたCagAはチロシンリン酸化を受け、ヒ

ト上皮細胞のシグナル伝達系を撹乱することを世界で初めて明らかにした(1)。また、胃粘膜上皮細胞

内でチロシンリン酸化された CagAが、細胞の分化や増殖に重要な役割を担う細胞質内脱リン酸化酵素

Src homology phosphatase-2 (SHP-2)と特異的に結合し、細胞の異常増殖に作用することを発見した

(2)。さらに、 CagAのチロシンリン酸化部位となるアミノ酸配列(E-P-1 -Y-A)モチーフを同定するとと

もに、リン酸化チロシン残基を含むCagAのSHP-2結合配列を明らかにした。この SHP-2結合配列部位

に一致して、 CagAに分子多型が認められ、大きく東アジア型と欧米型の2つに分けられ、東アジア型

のCagAは欧米型の CagAに比べ SHP-2とより強く結合し、より強い生物活性を発揮することが認めら

れた(3)。したがって、東アジア型の CagAを有する H.pyloriによる感染は、病原性が強く細胞障害を

強く生じ、胃粘膜萎縮及び胃発癌に関与することが考えられた。

本研究は、H.pylori感染による胃発癌における日本・中国を中心とした東アジアの特異性を明らかに

することを目的とし、日本と中国で胃癌死亡率の異なる地域において、 H.pylori感染の菌体一宿主一環

境相互作用、特に今回、H.pyloriの病原因子CagAの分子多型と疾患との関係を民族疫学的に解析した。

対象と方法:

兵庫株 65株(慢性胃炎株 36株、胃癌株 29株)、沖縄株 67株(慢性胃炎株42株、胃癌株 25株)、

及び中国 20株(慢性胃炎 15株、胃癌株5株)の ca凶遺伝子の塩基配列を決定するとともに組織学的

解析を行った。西安から ZhaoPing医師を神戸大学に2007年1月から 3ヶ月間招へいし中国株と日本

株の cagA遺伝子解析の比較を行った。また、研究代表者の東が 2006年9月に西安を訪問し、現地の
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研究者との間で丘pylori感染と胃癌についての中国と日本の違いについて議論し、 JunGong教授と

Jia Ai医師が2007年3月に来日し、中国のH.pylori感染の現状と今後の展望について議論した。

結果:

兵庫株及び中国株の全ては東アジア型のCagAであったが、沖縄では胃炎株の6株(14.3児)はCagA陰

性で、 8株(19.0拡)が欧米型、 28株(66.7見)が東アジア型の CagAで、あった(表1)。慢性胃炎株では、

東アジア型の CagAを有する株の感染例において、 CagA陰性及び欧米型のCagAを有する株の感染例に

比べ胃粘膜萎縮度が有意に高度であった。興味あることに、兵庫の胃癌株全て及び沖縄のほとんどの

胃癌株が東アジア型の CagAを有していた。また、沖縄の十二指腸潰蕩株 11株、胃癌株 13株の cagA

遺伝子の全塩基配列を決定し、系統樹解析を行ったところ、胃癌株が東アジアの群を形成し、十二指

腸株は欧米の群に位置することが示された(図1)。
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考察:

本検討により、東アジア型の CagAを有する H.pylori感染と胃癌との関連が示唆された。例外とし

て、沖縄の胃癌株で欧米型の CagAを持つ 2株の、 E-P-I-Y-A繰り返し部位を検討したところ、 l株は

A-B-C-CとCが2回、もう 1株はA-B-C--G-CとCが3回繰り返された特異な欧米型で、あった。欧米型の

CagAでも SHP-2結合部位が繰り返されていると SHP-2との結合も強くなり、東アジア型のA-B-Dに近

い働きをするものと考えられる。したがって、 CagAとSHP-2との結合が胃粘膜萎縮及び胃発癌の病態

に関与することが示唆された。沖縄県が日本で最も胃癌の発症が低い理由の 1っとして、以上の菌株

の違いが関与していると考えられる。また、少なくとも沖縄では、胃癌と十二指腸潰蕩としづ異なっ

た病態において、感染している丘pyloriの菌株が異なることが示唆された。
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アジア人における高齢者動脈硬化性疾患発症予防のための

日中メタボリック症候群擢患高齢者女性調査

研究者氏名 林登志雄
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共同研究者 丁群芳
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背景:

閉経後女性には動脈硬化症が急激に進行する。特に糖尿病躍患女性ではそのリスクが非常に強く、男性の

三倍にも及ぶ事がFraminghamStudy (20年以上も前から現在も続いている日米両国のコホート研究)や久山

町研究 (1961年以来続いている九州大学の疫学調査)からも明らかである。

一方、近年メタボリック症候群になると冠動脈疾患に擢患するリスクが高いことが内外で注目されている。

名古屋大学医学部老年科と中国四川医科大学老年科の予備検討では、両国には高齢者のメタボリック症候群

擢患者が少なくないことが推測された。しかし、現在提唱されている診断基準は、 WHO(国際保健機関)によ

る基準、 NCEP-ATPIII(米国コレステロール教育計画)による基準、 IDF(国際糖尿病連盟)による基準が国

際的に良く知られているが、中国は中国糖尿病学会による基準、日本は8学会による診断基準を独自に定め

ている。各々はベ}スとするところが異なり、女性のワエスト比などの定義が異なる為、適用する診断基準

により該当者数にかなりの差が出ることは知られている。

意義:

アジア民族は人口も非常に多く、遺伝的にも栄養環境面からも欧米とはかなり異なる上に、民族間の共通

するものが多い事が知られているにもかかわらず共同研究は少ない。遺伝、環境をふくめた総合的視野でメ

タボリック症候群を検討し、その病態を明らかにし治療法を特に女性に注目して考えたい。

方法:

本検討では両国600.......700名ずつの高齢女性を登録し、

1) 4種類の診断基準 (NCEP-ATPIII、IDF、中園、日本)によるメタボリック症候群該当者を検討する。各々

の患者背景、脂質、糖代謝、血圧変動、 BMI、腹囲等を検討し、診断基準の特性、アジア人への適応性

を検討する。

2)次にメタボリック症候群擢患候補遺伝子凝固線溶遺伝子 (PAI-1)PPARα，γ、イポサイトカイン受容体

遺伝子の関与を検討する。本邦高齢者の女性ホノレモンエストロゲン受容体 ERα，sの変異、及びチトク

ローム P450アイソフォーム等の代謝酵素系の遺伝子素因も検討する。これらより、報告されている欧

米とアジア民族の人種的メタボリック症候群擢患候補遺伝子に関連する背景の差を考えるロ

3)次に治療について女性ホノレモンの関与から考える。即ち、糖尿病で認められるように、閉経後の心血管

病のリスクが非常に高くなる事から、女性ホルモンが各生活習慣病に関与している度合いを検討して、

現在メタボリック症候群に使用されている薬剤を実態調査するとともに、スタチン製剤、フィブラート

製剤、各種降庄剤等で相応しいものを検討する。 また、 HRTについては 12万人に及ぶ米国の看護師対

象の試験では、 HRTにより虚血性心疾患(IHD)擢患率が 50%以下になり、欧米での HRT実施率は約 40%

に至った。しかし、 99年発表の HERSでは、 IHD擢患者における二次予防に対して、 2001年発表の附I

では、健常女性(但し BMI28，高血圧治療者40%)のIHD一次予防に対しても有効性が認められず、米

国ではHRTの新規施行は激減した。その主因は、子宮体癌予防を目的としたプロゲステロン併用による

エストロゲン作用の相殺と、動静脈における血栓形成の増加であるが、韓国では血栓形成の人種差を
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考慮しHRTを今なお推奨する声がある事も考慮したい。即ち、 2)における欧米とアジアとの遺伝的背

景が明らかになれば、女性ホルモンの病態への寄与、血栓形成性についてオリエンタル独自の所見が得

られる可能性もあると考えている。

結果:

中国(成都，昆明)で 678名、日本(名古屋)で 629名の閉経後女性(48"'-'83歳)の成績を得た。(古くから、

東海に成都・昆明の留学生が来ており一緒に研究を行った為対象とした。)アンケートはホノレモン補充療法に

加え、幸福感、うつ尺度、高齢者総合機能評価、リビングウイノレに至る広範な範囲を網羅した。 HRT施行率

は日本 4%、中国0%であった。中医療法にても血中濃度より女性ホノレモン様薬剤は認めなかった。日本は

中国より、外出、運動、趣味が少なく幸福感が低かった。メタボリック症候群は、 NCEP-ATPIII、IDF、中園、

日本の基準で、中国が 27.3%、37.3%、23.3%、13.7%、日本は 12.5%、15.9%、11.1%、5.9%であった。

遺伝子解析では中国が血液、 DNAの海外持ち出しを禁じており、共同研究者と解析システムを構築した。

血栓関連として凝固 V因子-Leiden変異、プロトロンピン G20210変異等、凝固線溶関連-plasminogen

activator inhibitor-1遺伝子等、内皮機能関連-eNOS、Estrogenreceptorα，s等、代謝関連-PPARα等 17

種の SNPを解析し増やしている。アジア諸国は殆ど共通の分布を示したが、 PAI-1，ERα，eNOS等に国別、地

域別の差を認める傾向にあり精査している。採血は更にサイトカイン (Adiponectin，IL-6)等も行った。

1.PPAR alpha L162V 

3.PAI-14G/5G 

2.PPAR gamma Pro 12 Ala 

4. TNF alpha -380 G/A 

5.ADIPOR1 -8530 G/A 6.ESR alpha PvuII; Xbal 

7.ESR beta RsaI(1082 G>A); AluI(1730 A>G). 

8. Factor V Leisen 9. Factor VII 

まとめ:

得られた成果はこれまで明らかになっている欧米での成績と比較し、アジア人に有効な或は本邦や中国人

各々に有効なメタボリック症候群の治療法の確立をめざす。
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日本と中国における、幼稚園児の家庭内受動喫煙に関する実態調査

日本側代表

研究者氏名坂東春美

日本研究機関大阪教育大学大学院

中国側代表研究者

研究者氏名宋江新

中国研究機関中華護理学会

要旨

目的:健康被害を防止するため、子どもの家庭内における受動喫煙環境の実態把握を目的とする。

方法:日本のA市と中国の北京に在住の幼稚園(保育園も含む)に通う子どもを調査対象とし、その保護

者に質問紙調査を実施した。各国より質問紙と返信封筒を配布、その後各獅個に持参してもらい

回収した。 1.母親及び父親の年齢や同居家族の有無の家庭背景、 2.家庭内喫煙者の有無キ家庭内受

動喫煙の有無の喫煙環境、 3.子どもの健康問題の有症状に関する子どもの健康状態、 4.婚時現キ授

手l期における母親の喫煙状態に関する、胎児期およて坪U尼期における環境を質問項目とし、受動喫
煙との関連を分析した。

結果:母親の喫煙は、矧閥キ授手l期において日本の母親が高し割合で、あった(P<0.01)。現在の母親の喫

煙も、日本の母親の喫煙率が高い害j合で、あった(p<O.Ol)。父親の喫煙は、日本と中国の喫煙率に差

はなかった。

子どもの健康に関する有症状では、日本は受動喫煙ありの者で、食欲がない者と偏食のある者に高

い割合で認められた(pく0.05)。中国は、有症状の項目で差の認められるものはなかった。

結論:日本女性の喫煙率の高さが認められ、喫煙を開始することが防げる防煙教育も重要ではないかと考

える。父親や母親ともに両国で子どもの前で喫煙を行っている者が30%以上認められ、子どもの前

での喫煙に対する受動喫煙の啓発が必要であると考える。また、同居家族がいる世帯では喫煙率が

両国で高率になる傾向がある。子どもの受動開璽が危倶され、父親や母親に対する受動喫煙の啓発

にとどまらず、家族全体を含んだ啓発が必要であると思われる

KeyWords 喫煙受動喫煙防煙教育啓発

I.緒言

わが国の喫煙率は、「平成17年全国たばこ喫煙者率調査J1)によると成人男性の平均喫煙率は45.8%で、

成人女性の平均喫煙率は 13.8%という結果になっている。また、中国の喫煙率は男性66.9%、女性4.2%

である礼次に、日本の紙巻たばこの総販売本数は1)、2002(平成14)年には、 3，126億本で平成9年を

ピークに減少傾向を示しているが、昭和40年と比較すると約2倍の販危本数となり、世界的にも紙巻た

ばこ消費量は第3位の消費国であである。中国では、紙巻たばこの総販売本教は16430億本であり世界で

最大の消費量となっている九ここから、日本と中国の喫煙が大変身近な環境であることが伺える。

次に、喫煙に起因する健康被害は近年様々に挙げられている。 Mullerが 1939年に喫煙と肺がんに関す

る報告から始まり@、2005年Dollらの調査においても喫煙と肺がん等28種のがんにおける関連が述べら

れているれ)。

さらに、環境たばこ煙の健康被害も報告されており 6にがん持嘘血性心疾患・端息を始めとする呼吸器疾

患の報告がなされており@、能動喫煙と類似した疾患の関連性が伺える。
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また、喫煙はこれらにと留まらず、胎児への影響も報告されている。脳語自身の能動喫煙と、受動喫煙

とがあり、胎児はいサLの場合も子宮内受動喫煙とよばれ。、低出生体箆尼の布院報告や句、手助児突然

死症候群 (SIDS)8)による死亡率の上昇が多く報告されている。

これらのことから喫煙は、 o鵠恕藍者ならびに受霞喫煙者において、子どもたちの大きな健康被害がも
たらされる可能性が考えられる。こうした報告のなかで、わが国や中国における喫煙環境を考慮すると、

成育環境における状況が危慎される。

次世代への喫煙による健康被害を防止するため、子どもの家庭内における受動喫煙環境の実態把握を、

目的とした。

n.対象と方法
1.調査対象

日本のA市と中国の北京に在住の幼稚園(保育園も含む)に通う子どもの保護者に質問紙調査を実施

する

2.調査方法

平成 18年度中に両国の調査対象者に、各国より質問紙と返{謝筒を配布、その後各獅佐園に持参し

てもらい回収した。

3.主な調査内容

①家庭背景 ・母親と父親の年齢・同居家族の有無

②喫煙環境 ・家庭内の喫煙者の有無・家庭内の受動喫煙の状況・喫煙者の喫煙場所

③子どもの健康状態

・子どもに関する有怠伏の状況

(健康状態、晴息、アレルギ一、眼や耳鼻の症状、アトピー、咳等呼吸器症状、岬嫉患、胃腸

の症状、発達がゆっくり、泌尿器の症状、その他の症状、睡眠の状態、食欲の状態、偏食、通

園状況、他児との関係の各項目の有無)

④胎児期および手L!A期における環境

・子どもの矧辰時における母親の喫煙

.授乳期における喫煙状況

に関して質問を行った。

4.分析方法

上記の質問紙の情報より家庭内喫煙による子どもの健康特徴を把握し、さらに両国の相違による健康状

況を比較する。

分析には、統計解析ソフトウエアーのSPSSを使用し、 χ2検定を行った。

5.研究上の倫理

本研究は、家庭や生活上の環境と健康とのかかわりを明らかにするために行い、調査対象者の個人の尊

厳と人権を守り個人情報の取り扱いに対し、厳重に注意を払し寸子う。また、この旨の説明を調査票上にも

表記し、了承の得られた者のみに実施を行った。

m.結果
平成18年7月1日から同年10月15日までに自記式質問紙を配布し回収を実施し丸日本では、 2∞o
年から2∞2年度生まれで湖閥(保育園も含む)在園児975人を対象に調査を行い583人(59.8%)回収
し、中国では、 2∞0年から2002年度生まれで御盤圏在園児1021人を対象に調査を行い632人(61.9%)
回収した。

子どもの性別は、日本は男性297人(50.9%)、女性286人(49.1%)であった。中国は、男性358人(56.6%)、
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女性274人(43.4%)であった。

母親の年齢は、日本の平均年齢は33.9::t4.3歳、 21歳から46歳であった。中国の平均年齢は32.9土3.7

歳、 22歳から49歳であった。父親の平均年齢は、日本の平均年齢は35.6+5.1歳、 23歳から64歳であ

った。中国の平均年齢は、 35.4::t4.4歳、 26歳から 59歳であった。父親、母親以外の同居家族がいる割

合は、日本は109人(18.7%)、中国は99人(15.7%)であった。

母親の妊ま厩割における喫煙は、日本は59人(10.1%)、中国は1人ω.2%)であり、授手l却では、日本は53

人飢%)、中国は1人(0.2%)と、脳醐キ携し期における喫煙率は日本の母親が高岬l合で、あった(pく0.01)。

現在の母親の喫煙も、日本は96人(16.5粉、中国は60人(0.鰯)と日本の母親の喫煙率が高し申j合であった

(pく0.01)。喫煙場所では、子どもの前での喫煙は、日本では29人(33.3'国)、中国では2人(33.3'見)で、あった。

父親の喫煙は、日本は283人(48.B国)で、中国は305人(48.3覧)と喫煙率に差はなかった。喫煙場所では、

子どもの前での喫煙は、日本は87人(32.6粉、中国は90人(31.1目)であった。

母親併と親と同居家族を含めた家庭内での喫煙者がいる割合では、日本は 322人(55.2出)、中国は 318

人(50.3'出)で、あった。家庭内での喫煙者が子どもの前での喫煙は、日本は 105人(18.側)で、中国は93人

(14.7出)であった。

子どもの健康状態で不調であると答えたのは、日本は151人(25.鰯)、中国は159人(25.2%)であった(表

1)(表2)。子どもの健康に関する有症状では、日本は受動喫煙ありの者で、食欲がない害j合が18人(27.7%)

と、偏食のある者の害j合が43人位3.部)で高し骨j合で認められた(pく0.05)。中国は、有症状の項目で差

の認められるものはなかった(表1)(表2)。
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表2 中国の子どもにおける有症状
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lV.考察

婦層調及U守受手l却において、日本女性の喫煙率の高さが認められた。これは、妊娠中の受診機関におけ

る禁煙支援の強化も必要と言えるが、妊娠前からの喫煙習慣があり、禁煙が困難になっている可能性が考

えられる。このことから、喫煙を開始することが防げる防煙教育も重要ではないかと考える。近年は、喫

煙開始が未成年期に及び、防煙教育の早期介入を実施することが必要で、あり学校教育との連携が大切と考

える。中国の女性における喫煙率は、日本の女性に比較して低率ではあったが今後も喫煙者の増加につな

がらないためにも、同様に防煙教育の早期介入が重要ではないかと思われる。

父親の喫煙率において両国の差は認められなかったが、父親や母親ともに両国で子どもの前で喫煙を行

っている者が30%以上認められたふ今回の調査においては、子どもの成長発達に多くの影響を示すものは

認、められなかったが、受動喫煙の影響が報告されていることからも子どもの前での喫煙に対する啓発が必

要であると考える。

次に、同居家族がいる世帯では喫煙率が両国で高率になる傾向がある。さらには、同居家族のいる世帯

では子どもの前での喫煙をしている者の害j合が高まり、子どもの受動喫煙が危倶される。ここから、父親

や母親に対する受動喫煙の啓発にとどまらず、家族全体を含んだ啓発が必要であると思われる。また、世

帯の中で喫煙者が存在する事は、子どもにとって喫煙が大変身近であり喫煙行動そのものが抵抗無く定着

しやすい環境下であるとも考えられる。家族の喫煙行動が、次世代の喫煙者を生むきっかけとなり世代関

連鎖を断ち切るためにも、世帯単位や家族単位での禁煙支援も重要であると考える。

子どもの有症状において、中国では受動喫煙との関連は認められなかったが、日本においては受動喫煙

者のうち、食欲がない者と、偏食のある者が高い害j合唱認められた。こうした背景に関連するものは今回

の調査では把握できていないが、成長発達の活発な時期であり栄養摂取における影響を及ぼす可能性が考

えられ、今後も調査を重ねて明らかにする必要があると思われる。

おわりに

今回、調査実施にあたり日本及び中国の方々のご協力とこ湾問事を賜りましたこと、また多岐にわたりご

指導い頂きました、福井医科大学名誉教授、緒方昭先生に厚くお礼申し上げます。

本研究に対してご助成を賜りました、財団法人日中医学協会に対し深く感謝申し上げます。

作成日:平成19年3月13日
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漢方薬の唾液分泌増強機構の調査研究
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要旨:

唾液分配、低下治療に効果のある漢方薬が直接唾液腺に作用するのか?また分泌を誘発するのか唾液水分

分泌を増強するのかを調べるため、摘出ラット顎下腺の血管濯流標本の水分分秘速度を測定した。成体ラ

ットから顎下腺を摘出、血管濯流標本を作製。分泌導管にカニューレを施しこれを電子天秤上のカップに

導き、分秘された唾液重量を経時的に計測しコンビュータに転送、実験後データを時間微分して分泌速度

を求めた。漢方薬は 20種類を用いた。薬物は治療血液濃度になる様、濯流液中に添加溶解した。対照刺

激として 5分間のカルパコールを投与し分泌を観測した。対照分秘は初期 30秒にピークをもっ初期相と

その後緩やかに増加し 5分で持続期に入る分泌持続相に分かれた。薬物を濯流系より洗い流し、漢方薬単

独を加えたが一例を除き 19の漢方薬は唾液分泌を誘発できなかった。漢方薬添加後 5分で濯流液にカノレ

パコーノレを重畳すると 15種類で唾液分泌の増強が観察された。いずれも初期相には影響がなく、分泌持

続相の分泌速度を増強させた。 5種の薬物が増強効果を持たず、ヒトでは分泌増加を起こす理由は神経活

動の変化によると推定された。唾液腺に直接作用をもたらす 15種の薬物による分泌増強反応は 3つのパ

ターンに分かれた。このパターンは用いた漢方薬の分類(1)養陰剤、(II)補気剤、(1II)活血剤と対応し

た。唾液増強をもたらす漢方薬の作用機序を西洋医学的手法により調査することは唾液分泌機序研究の新

しい方法になるばかりでなく、唾液分泌の改善のために中国医学の経験を結びつけ全身効果を考慮、した漢

方薬治療法の西洋医学との融合が生まれる可能性がある。

Key Words :唾液分泌減少症、ラット摘出濯流顎下腺、水分分泌測定、漢方薬、分泌増強効果

緒言:

口腔乾燥症 Xerostomia、DryMouthは 唾液分配、低下によって引き起こされる状態をいう。口腔乾燥

症になると、口腔粘膜の痛み、食物の嚇下困難、口腔内感染を起こし、口腔内が不潔になり、う歯の発生

を助長する。ことに高齢者の場合、口腔乾燥症が全身状態の低下を誘発し、重篤な疾病につながることが

ある。唾液分泌低下の原因は、 1)体液浸透圧の上昇、交感神経系の優位な興奮状態など日々の生理的な

体調の変動による場合、 2) 老人性の唾液腺分泌能の低下、 3)向精神薬、降圧剤などの投薬による副作

用としての唾液分泌低下、 4)放射線治療による唾液腺分泌終末部の障害による唾液分泌低下、 5)シェ

ーグレン症候群、嚢胞性線維症(CysticFibrosis)など唾液腺の疾病による分秘低下があげられるが、 A)

唾液腺そのものに病因がある場合と、 B)唾液腺に影響を及ぼす神経系、内分泌系、循環系の作用の総体と

して分泌低下につながる場合、の大きく二つに分かれる。

唾液腺の水分分泌は、副交感神経/交感神経の活動および生理活性物質の作用により誘発される。これ

は二つの経路を通過する水分移動の総和である。ひとつは、分泌終末部細胞(腺房細胞など)が塩素イオ

ンを能動的に分泌しこれに細胞内からの水分の浸透流が伴う経細胞輸送であり、もうひとつは細胞間隙を

細胞結合部 tightjunctionを超える水の移動、すなわち傍細胞輸送である [1、2]。神経活動/生理活
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性物質の作用がなければ分泌は起こらない。口腔乾燥症の広範な原因を理解し、これを治療に結ひ、つける

ためには、分泌終末部細胞の分泌機構のみを理解することだけでなく、細胞同士の聞を水が通過する調節

機構、循環系からの水分の補給経路、神経系/内分泌系による水分分泌調節を理解することが極めて重要

である。しかし細胞レベルの理解と神経系/内分泌系を直接結ひ'つけることは困難である。そこで、細胞

レベルの理解をまず複合細胞系に持ち込み、分泌測定が可能な実験系として、唾液腺を個体から切り離し、

血管濯流により循環を維持し、分泌機能、細胞機能を評価する実験系 [3]を用いることとした。この実験

系の利点は濯流液に生理活性物質を添加することで唾液腺の状態を分泌活動も含め調節することができ、

唾液導管にチュープを挿入し分泌唾液を採取することによりその化学組成を分析できる。また分泌された

唾液を延長チュープで電子天秤に導き、分泌唾液重量を計時的に測定することが可能であり、唾液の水分

分秘速度の時間的変化を評価できる。また、腺を個体から完全に切り離していることにより、神経系/内

分泌系からの影響を一切受けないで分泌機能を評価できる利点がある。

唾液分泌低下に対する治療法は、原因となる疾病の治療が優先されるが、原因不明の場合や放射線によ

り不可逆変化が唾液腺に起こっている場合、治療中の投薬を停止できない場合、老人性の唾液腺変化によ

る場合には、人工唾液の服用(飲水)のみに頼らざるを得ない。しかし、人工唾液の服用(飲水)を会話

中に行う不便さなどがあり QOL(Qualityof Life)の向上のために唾液分泌低下に対する治療が求められ

ている。ここで中国の数千年にわたる漢方薬の治療効果の調査と実験を行う動機がある。唾液分泌低下に

対して治療効果のある漢方薬が多く知られているが、これらの薬物が直接唾液腺に作用するのかどうか?

また直接作用があるとすれば、唾液を誘発するのかあるいは唾液水分分泌速度を増強するのかを 摘出ラ

ット顎下腺の血管濯流標本を用い、水分分泌速度を測定し検討した。予備実験と今回の共同研究により、

従来より唾液分泌促進効果が知られている 20種類の漢方薬について唾液分泌に及ぼす影響を検討した。

対象と方法:

並並~Wistar 系雄性ラット (Slc: Wistar/ST， SLC、浜松)9週令 (240-290g)を用いた。 Pentobarbitone

Na (50 mg/kg体重)の腹腔注射により全身麻酔を施し動物から顎下腺を摘出した[4]。濯流動脈に施したカ

ニューレより 2ml/minの一定流速で人工濯流液を濯流する血管濯流標本を作製し、 37
0Cの恒温チェンパー

に設置した。静脈は切り離し、流出濯流液は自由に排出させた。分泌導管には、フッ化樹脂製チュープ(内

径 0.3mmx外径 0.5mm、EXLON四)カニューレを施した。挿入前にあらかじめチューブの内腔を生理食塩

水で満たし、電子天秤(AEG220，Shimadzu)上のカップに満たした水の水面下に導き、水分のみの移動を電

子天秤が重量として感知するようにした。すなわち分泌されつつある唾液の重量を経時的に計測しコンピ

ュータ (Librett20，Toshiba)に転送(RS-232C)、実験後データを時間微分して分秘速度を求めた (Excel，

Microsoft)。

謹流液の組成は、 NaCl140 mM、 KCl4.3 mM、 CaC121 mM、 MgC12 1 mM、 glucose 1 mMとし、 HEPES 

10 mMを加え 1NNaOHにて pH7.4に調整した。唾液分秘刺激のコントローノレとしてムスカリニック受容体

を刺激する Calbamylcholine (Sigma， MO;カノレパコーノレ)を 0.2μMの濃度で用いた。

選左蓋は、玄参、地黄、沙参、天花粉、葛根など 20種類を用いた(表)。薬物は濯流液中に治療血液濃

度になる様に入れ、撹枠後遠沈、上清を 0.45ミクロンフィノレターで櫨過し試験液として使用した。

実験プロトコール:薬剤の効果として、 a)直接唾液分泌を誘発する効果があるのか、 b)通常の分泌刺激

を増強する効果があるのか、を検討するために、同じ唾液腺を用い、以下の連続した 3つの実験を行った。

1)用いた唾液腺の分泌能をカルパコーノレ単独刺激で測定する。

2)用いた唾液腺の漢方薬単独の分泌誘発効果を測定する。

3)漢方薬の分泌増強効果を、あらかじめ漢方薬を濯流している状態でカノレパコールの分泌刺激を行い、分

泌時間経過を測定する。

カノレパコーノレの濃度を lμMを用いると supra-maximalの刺激となる。本実験では、漢方薬の分泌増強効
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果を検討するために 0.2μMの中程度の刺激を用いた[5]。

上記 1) -3) の実験前までに腺の濯流状態を安定させるために、 20分間の刺激剤を含まない濯流をおこ

このときに無刺激での唾液分秘はいずれの腺でも観察されなかった。なった。

結果:

1 )対照刺激として最初 5分間のカノレパコーノレ刺激を行った。刺激により分泌が誘発され初期 30秒にピ

ークをもっ初期相とその後緩やかに分泌速度が上昇し 5分で分秘持続期に入る持続相に分かれた。

2) 薬物を濯流系より 5分間洗い流し、漢方薬単独を加えたが 1種類(甘草)のみ CCh刺激がなくても分

泌反応を起こした。他の 14種類の漢方薬は、単独使用では唾液分泌を誘発しなかった。

3 )漢方薬添加後 5分でこれにカノレパコールを重畳すると、 20種類の漢方薬のうち 15種類で唾液分泌の

増強が観察された。いずれも初期相には影響がなく、分秘持続相の分泌速度を増強させた。増強効果

のない 5種の薬物がヒトで分泌増加を起こすのは神経活動あるいは内分泌活動の変化によるものと推

定された。唾液腺に直接作用をもたらした 15種の薬物に対する反応は 3つのパターンに分けること

ができた。(1)持続期全般を緩やかに増強す

る(プラトー値が高い)(図1)0 (11)持続期

にはいり継続して分泌が増加し 5-1 0分で

最大値になった後緩やかに減少する(図 2)。

(III)持続期にはいり継続して分泌が増加し

5 -1 0分で最大値になった後急速に低下し、

対照刺激のプラトー値より低レベルで分泌が

持続する増強と抑制の二相性パターン(図 3)。

Iのパターンは養陰剤に、rrのパターンは(補
気剤、清熱剤、 化疾剤(日本漢方では桂疲

剤)、 3種混合)に、 1IIのパターンは活血剤

それぞれ漢方薬分類の対応した(表)。
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考察:

唾液分泌促進作用を有する漢方薬には唾液腺に直接作用し唾液分泌の持続相を増強する薬物が 15種

類存在し、漢方の薬効機序に対応する作用パターンが存在した(表)。これまで、西洋医学的手法により、

細胞生理学的反応を臓器レベルに外挿してすべてを理解しようとしていたが、今回観察された分泌増強パ
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ターンが生じる機構を少なくとも、 1)細胞内信号系への漢方薬の修飾効果、 2)傍細胞輸送系の開閉の

調節機構、 3)臓器循環系の漢方薬による調節 の 3つの視点から詳細な実験を進めてゆく必要がある。

一方、唾液腺臓器レベノレでは効果の見られなかった漢方薬は、おそらく個体(全身)レベルで神経系/内

分泌系に作用し、唾液分泌を増強しているものと予測される。これらの薬物の効果については全身症状の

変化を別個に考察することにより、機序の理解を進める可能性がある。今後 西洋医学的手法と中国医学

の経験を結びつけ 蛋自分泌に対する漢方薬の影響や細胞内信号伝達に及ぼす影響などを調べることによ

り唾液分泌機序の新しい視点が生まれる可能性は極めて高い。また、単一細胞の生理学実験で得られない

組織/器官系の反応パターンが漢方薬の分類と一致したことは、漢方分類が組織生理学研究に大きな示唆

を与えることを示しており、逆に漢方分類の現代生理学的な理解に繋がることは疑いない。

表 漢方薬の分類と唾液分泌増強の反応パターン (I，!I，!IIは前掲のグラフに対応する。)

漢方薬分類 漢方薬名 単独唾液分泌誘発 刺激唾液分泌増強 増強反応の型式
養陰剤 玉竹 (YZ) なし あり プフトー持続増強(I)

麦門冬(MD) なし あり プラトー持続増強(I)
天門冬(TD) なし あり プラトー持続増強(I)
烏梅(WM) なし あり プラトー持続増強(1)

補気剤 黄蔑(HQ) なし あり 増強後緩除低下(II)
太子参(TZS) なし あり 増強後緩除低下(II)
甘草(GC) あり あり 増強後緩除低下(I1)

清熱剤 天花粉(THF) なし あり 増強後緩除低下(II)
赤巧(CS) なし あり 増強後緩除低下(I1)

化疲剤 島角刺(ZJC) なし あり 増強後緩除低下(II)
(桂疾剤) 紫苑(ZY) なし あり 増強後緩除低下(I1)
補気+養陰 丹地涼玉(DDQY) なし あり 増強後緩除低下(1I)
+活血剤
活血剤 丹参(DS) なし あり ー相性 (III) 

桃仁(TR) なし あり 二相性 (III) 
穿山甲 (CSJ) なし あり 二相性 (II1) 

分泌に効果がな
いか減少させた
漢方薬

養陰剤 石斜(SH) なし なし なし
清熱剤 玄参(XS) なし なし なし
解表剤 葛根(GG) なし なし なし
養陰剤 抄参(SS) なし なし なし
清熱剤 生地黄(DH) なし なし なし

参考文献:

1. Segawa A， Yamashina S， Murakami M (2002) Visualization of ‘water secretion' by confocal microscopy 
in rat saIivary glands: possible distinction of para-and transceIIular pathway. Eur J Morphology 40: 
241・246.
2. Murakami M， Murdiastuti K， Hosoi K， HiII AE (2006) AQP and the control of fIuid transport in a 
salivary gland. J Membrane Biol 210: 91-103. 
3. Murakami M， Novak 1， Young JA (1986) Choline evokes fIuid secretion by perfused rat mandibular 
gland without desensitization. Am J Physiol 251: G84・G89
4. Murakami M， Miyamoto S， lmai Y (1990) Oxygen consumption for K + uptake during post-stimulatory 
activation of Na+，K +・ATPasein perfused rat mandibular gland. J Physiol 426: 127・143.
5. Murakami M， Seo Y， Watari H (1988) Dissociation of fIuid secretion and energy supply in rat 
mandibular gland by high dose of Ach. Am J Physiol 254: G781・G787.

注:本研究の一部は、第 50回および第 51回日本唾液腺学会にて口演発表および特別講演、「日本唾液腺
学会誌J46巻 8-9，2005および「日本唾液腺学会誌J46巻 3-5，2006にJ掲載された。また第 3回ニー
ノレスステンセン記念国際唾液腺シンポジウム(岡崎 200610月、要旨集 p34) にてポスター発表された。
唾液腺に関するゴードン会議(Ventura， USA， 2007 2月)にてポスター発表、および第 84回日本生
理学会大会(大阪 2007 3月)にて口演発表の予定である。

作成日:2007年 1月 31日
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中国南京市地域における生活習慣に関する口腔疾患の実態調査

一特に唾液検査を用いた疾患調査一

研究代表者

所属機関

共同研究者名
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教授大塚吉兵衛(日本)

教授王 林 (中国)

日本大学歯学部(日本)

南京医科大学口腔医学院(中国)

小宮山一雄(日本)

朱 玲(中国)

日本と中国において，将来， 口腔衛生の指導的立場を担う歯科医学生を対象として，生活習慣に起因する口

腔疾患擢患状態について調査をおこなった。対象は日本大学歯学部学生 118名と南京医科大学口腔医学院学生

92名について，歯周病擢患状態を唾液潜血検査で，口腔衛生を含めた生活習慣を質問表による調査をおこな

い両者間で比較し検討をした。

調査の結果，唾液潜血試験陽性率(歯周病擢患率)は，日本の歯科学生(以下日本学生)が 13.6%，中国の

歯科学生(以下中国学生)が 43.5%で，中国学生は若年者であるにもかかわらず高い歯周病擢患率を示した。

また，質問調査の結果から以下の点が主に明らかとなった。全身疾患既往歴を持つ者は，日本学生が 10.2%で

あったのに対し，中国学生が 34.8%と高い割合を示し，そのなかに感染症が %含まれていた。歯科治療経験

者は，日本学生の 88.1%に対し中国学生 51.1%と，中国では歯科受診の機会自体が少ないことが考えられた。

さらに，歯肉の状態について出血があると答えた者は， 日本学生は 7.6%であったが，中国学生は 37.0%と高

い割合を示し，歯周病擢患率の高さを裏付ける結果となった。口腔清掃習慣に関しては，一日あたりの歯磨き

時間の平均が，日本学生は 13.5分で，中国学生は 4.6分と短かった。また歯間清掃用具の使用について日本

学生は 33.1%，中国学生は7.6%であった。

以上の結果から， 日本学生と中国学生における歯周病擢患率の差は，両者において口腔衛生に対する意識の

差がみられることによると考えられた。口腔衛生に関する IQが高いと考えられる歯科医学生間で大きな差が

みられることは，南京市における口腔衛生施策を策定するうえで示唆を与える結果と恩われる。施策の第一歩

として，国民口腔衛生の指導を担う歯科学生に対して，歯周病の予防に歯磨きが有効であることを始めとした，

口腔衛生全般に関する教育の強化が必要で、あると考えられた。

Key words 唾液潜血試験，歯周病，口腔衛生，質問表

緒言:

中国は近年，急速な近代化により，目覚しい発展を遂げている。しかしながら，ジニ係数で比較すると，中

国は日本と較べて 0.15程度高い 0.45と，社会の不安定要素を含んだ貧富の差が激しい国である。また，医療

衛生の面からみると， 1949年の平均寿命 35歳から 2000年には 71歳と，格段の伸びが見られている 1)。にも

かかわらず，単位人口当たりの歯科医師数は日本の約 1/30と極めて不足しており 2)，12歳の時点で歯周病擢

患率が 69%であるなど，歯科疾患の擢患率は高いが専門家が少ないという矛盾した状況にある 1)0 1986年の

北京大学口腔医学院における調査では，抜歯原因の 44%(第 1位)が歯周病で，重大な歯周病問題に直面して

いるにもかかわらず，歯周病治療を行う歯科医師が稀有であるという，中国の人々にとって不幸な状況が続い

ている 1)。このような状況を打開し，効果的な歯周病予防プログラムを作成・実行するには，その背景にある
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人々の生活習慣や口腔衛生に対する意識を調査し，それらの要素が歯周病の擢患状況とどのようにかかわって

いるか総合的に分析する必要があると考えられた。幸いなことに，南京医科大学口腔医学院の理解を得ること

ができ，唾液検査と質問表調査に関する共同研究を開始するための基礎が固まった。本共同研究はその第一段

階として，唾液潜血検査による歯周病擢患状態および質問表により口腔衛生を含めた生活習慣を調査し， 日本

大学歯学部学生と南京医科大学口腔医学院学生とを比較し，その問題点の抽出を試みるとともに，改善策につ

いて考察を加えた。

対象と方法:

対象:調査の対象は， 日本大学歯学部学生ボランティア(以下日本学生)122名ならびに南京医科大学口

腔医学院学生ボランティア(以下中国学生)110名である。なお，日本における本研究調査は， 日本大学歯学

部倫理委員会の承認を得ており，各学生ボランティアには研究の意味を書面ならびに口頭で説明し，書面によ

る同意を得ている。また，中国学生の同意承諾については，南京医科大学口腔医学院王院長のもとに，倫理委

員会の承認を得ている。

唾液潜血試験日):各被験者に 3mlの水を含ませ， 10秒間含散後，紙コップに吐出させサンプルとした。

サンプル液に抗体法唾液潜血試験紙(商品名:ペリオスクリーン「サンスターJ，以下ベリオスクリーン)の

下端を浸し， 5分間液の上昇を待った後，結果の判定を行った。陽性(++， +)または陰性(:t，ー)の判

定はメーカーのマニュアノレに従い， 日本大学歯学部と南京医科大学口腔医学院それぞれにおいて担当する歯科

医師が行った。

質問表:被験者に対する生活習慣ならびに口腔衛生習慣を問う質問表は， 日本大学歯学部付属歯科病院歯

周病科で用いられているものを，伊藤公一教授の供与を受けて使用した。質問項目は，年齢，性別，既往歴，

歯科治療経験，口腔に関する自覚症状や習癖，食事や噌好品，口腔清掃習慣など多岐に亘っており，記入に要

する時間は5分程度の質問内容であった。

質問表の結果と唾液潜血試験結果との関係: 質問表の集計結果とは別に，質問表のいくつかの質問項目と

ペリオスクリーンの判定結果との聞に有意な関係があるかどうかを， χ2検定を用いて調べた。

唾液中の肝細胞増殖因子の定量: 唾液中の肝細胞増殖因子 (HGF)量と歯周疾患の進行度とが有意に相関

するという報告が日本 ωとポーランド 7)でなされてきたことから，中国においても HGFが歯周病の疾患マー

カー候補となりうるかどうかを調べた。南京医科大学口腔医学院の学生ボランティアから全唾液の採取を行い，

凍結保存したものを日本大学歯学部に搬送した。この全唾液をサンプノレとして，市販の ELISAkit (R&D 

Systems)を用いて HGFの定量を行い，ペリオスクリーンの判定結果(++， +，一)と HGFの定量結果と

の相関を調べた。

結果:

日本大学歯学部学生ボランティアによる質問表の有効回答数は 118名で平均年齢は 22.9歳，南京医科大学

口腔医学院学生ボランティアの質問表有効回答数は92名で平均年齢は22.1歳であった。

ベリオスクリーンによる唾液潜血検査の結果を表1に示した。両者の陽性率を比較すると，日本学生は13.6%

で，中国学生は43.5%であり，若年者集団としては非常に高い陽性率を示した。

表 1に示した質問表の結果から，日本学生と中国学生の主な相違点を抜粋すると，全身疾患既往歴を持つ者

は，日本学生が 10.2%で、あったが，中国学生は 34.8%と高率を示し，かつ肺炎，肝炎などの感染症が含まれて

いた。歯科治療経験者は， 日本学生は 88.1%であったが，中国学生は 51.1%と，中国学生の歯科治療経験は日

本学生の半数であった。なかでも矯正治療経験者は， 日本学生の 18.6%に比べ，中国学生 4.4%と大きな差が

みられた。口腔内の状態に関する質問項目のうち，歯肉の状態を問うものでは，歯肉出血があると答えた者は，

日本学生は 7.6%であったが，中国学生は 37.0%と高率を示した。歯肉に痛みを感ずる者は日本学生1.7%，中

国学生 12.0%で，膿が出ると答えた者が，中国学生には 3.3%存在した。また，中国学生には，硬いものが噛
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めないという者が2.2%存在した。歯周病のリスクファクターとされる喫煙率は，日本学生27.1%，中国学生2.2%

と，日本の方がはるかに高かった。歯執り・くいしぼりは， 日本学生は 21.2%，中国学生は 13.0%と， 日本の

方が高い値を示した。口腔清掃習慣に関しては，一日あたりの歯磨き時間の平均が，日本学生は 13.5分であ

ったが，中国学生は 4.6分と短かった。歯間清掃用具の使用が日本学生では 33.1%，中国学生では 7.6%と少

なかった。

ベリオスクリーン陽性者と質問表各項目との関連を χ2検定によって調べたところ，中国学生において，歯肉

の痛み，歯肉の腫れ，歯肉出血との聞に危険率 5%未満で有意な関連が認められ，それぞれのオッズ比は，歯

肉の痛み 7.2，歯肉の腫れ 3.8，歯肉出血 2.7であった。日本学生においては，ベリオスクリーン陽性者が少な

かったためか，いずれの項目に関しても有意な関連は認められなかった。

中国学生から採取した全唾液を試料として， HGFの定量を行った結果を図 1に示した。ペリオスクリーン

の判定結果がーから+， ++と高くなるのに従い，全唾液中の HGF量は増加傾向を示し，相関係数は 0.347

と有意な相聞を示した。

考察:

日本と中国との間で，生活習慣の差に基づく口腔疾患擢患状況を知るための最初のステップとして，唾液検

査と質問表調査を併用した共同研究を行った。今回の研究は， 日本でも高い擢患率であることが知られている

歯周病に焦点を当て，ペリオスクリーンを用いた唾液潜血検査と歯周病に関連した質問表調査を，日中両国の

歯科学生を対象として行った。

ペリオスクリーン「サンスター」は，日本大学と合同酒精が共同開発した唾液や洗口液中のへモグロビンを

抗体によって検出する試験紙で，敏感度，特異度とも約 90%という優れた歯周病スクリーニングのための試験

紙である 3'5)。本研究では，個別の歯周病検診が行えなかったため，便宜的にペリオスクリーン陽性者を歯肉

炎または歯周炎などの歯周病有病者とした。このベリオスクリーンを用いて唾液潜血試験を行った結果， 日本

学生と比較して中国学生は 43.5%という高い陽性率を示した。この陽性率は， 日本人を対象とした研究引こお

ける 35-40歳の中間値に相当し，しかも対象が歯科学生であることを併せて考えると，中国における歯周病

への擢患は日本と較べて低年齢で始まっていることが予想された。実際， 1995年に中国で実施された口腔疫

学調査 1)では， 12歳における歯周病擢患率は69%，15歳が 78.4%， 18歳で85.2%で、あったと報告されている。

今後は，学生ばかりでなく小児を含めた全年齢層での検査が必要で、あると思われる。

質問表による調査結果では，中国学生の全身疾患既往歴を有する者の割合が高く，しかも感染症の既往が数

名あったことから，口腔衛生の啓蒙とともに，公衆衛生レベノレを高めていく必要性が示唆された。

歯科治療経験を問う項目では，中国学生の約半数が歯科治療未経験であることが判明した。しかしながら，

中国における対人口歯科医師数は日本の約 1/30であるという報告 2)を考え併せると，中国学生の受診率は一般

人に較べて高い可能性がある。いずれにしても，歯科受診の機会に恵まれている状況ではないことが判明した。

歯科医院で刷掃指導を受ける機会の少なさが，歯周病擢患の低年齢化と関連する原因のでつとして考えられた。

口腔内の状態に関しては，歯肉の痛み，歯肉の腫れ，歯肉出血などの歯肉の症状を訴えている者の割合が中

国学生で高かった。 χ2検定の結果からも，歯肉の症状は歯周病有病者である可能性が高く，上記の 3症状の

いずれかが現れたら，すぐに歯周病科を受診できる機会をつくる必要性があると考えられた。この歯周病擢息

率の高さにもかかわらず，南京医科大学口腔医学院での現地調査で，口腔インプラント科には多くの来院患者

を認めたこととは対照的に，歯周病科には少数の患者しか認めず歯科臨床現場においても，南京市地域住民の

口腔健康意識の偏りを確認できた。この点については，中国における社会保障制度など歯科医療を取り巻く環

境との関連とあわせ検討をすすめる必要性があると考える。

口腔清掃習慣に関しては，まず日本学生と中国学生との間では，一日の平均歯磨き時間に約 3倍の聞きがあ

ることが明らかとなった。今回の質問表には，中国学生がこれまでにどこでどのような歯磨き指導を受けてき

たのかを問う項目がなかったため，この差が何に起因するのかは明らかにできなかった。しかしながら，南京
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医科大学口腔医学院入学者の知識レベルが一般人より相当高いことを考慮すると，中国においては「歯磨きの

重要性Jを認識する機会自体が，極めて少ないことが考えられた。さらに，中国では歯科衛生士制度ならびに

その教育機関が存在しない 1)ことも， r歯磨きの重要性Jを人々が認識する機会が少ないことと関係している
と考えられた。

唾液中の歯周病擢患マーカー候補タンパクである HGFを，中国学生からの全唾液サンプノレを用いて定量し，

ベリオスクリーンの判定結果との相関を調べた。その結果， HGF量はペリオスクリーンの判定が陰性のーか

ら陽性の+， ++と向かうほど高値をしめす傾向がみられ，有意な相闘を確認した。これは， 日本人とポーラ

ンド人を対象にそれぞれ行われた研究町)と同様の結果であり，中国人の集団においても HGFが歯周病のマー

カー候補タンパクとなりうることが示された。今後は，この貴重なサンプルを活用し，他の歯周病擢患、マーカ

ー候補タンパクについても解析を継続して行い，唾液を用いた歯周病検査の精度を向上させていきたい。

以上の調査結果から，将来中国の口腔衛生に関する指導的立場を担う中国学生に対して， う蝕や歯周病の予

防における「歯磨きの重要性Jを再認識させ，さらには口腔衛生全般に関する教育の強化を通じて，公衆衛生

の向上を目指した啓発運動が必要である。これは，絶対的に不足した歯科医師数で歯科疾患の擢患率を 10年

後， 20年後に減少させるためには，予防の徹底が必要不可欠であるという教育が，最も費用対効果が高いこ

とを示すべきであると思われる。そのためには，かつての日本がそうであったように，歳を取って歯が抜ける

のは， r自然現象ではなく病気」なのだという認識を国民全体に広めるキャンベーン活動が有効であると考え
る。

本調査研究が，日中両国の学生による「ベリオスクリーン陽性率 O%Jを目指した口腔衛生習慣づくりのた

めの動機付けの一助となることを期待する。
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一日中医学協会助成事業一

肝細胞がん肝内転移抑制剤候補化合物としての新規ピロリジン誘導体の評価

一一NovelPyrrolidine Derivatives as Candidates for Inhibitors against Intrahepatic Metastasis of 
Hepato偲 IIularCarcinoma 

研究代表者名:唐子尭
日本研究機関名:東京大学医学部附属病院
中国側共同研究代表者名:曲顕俊

中国所属機関名:山東大学薬学院

中国側共同研究者名:I捺明慧(山大・薬)，程抱郷(山大・薬)，咋;換而，徐文方(山大・薬)
日本側共同研究者名:稲垣善則(東海大・工)，中田宗宏(東海大・工)，幕内雅敏(東大・医)

Abstract. L Y52 is a caffeoyl p戸TOlidinederivative designed to fit S' 1 active pocket of gelatinases也atact in 

tumor invasion and metastasis. Here we examined the effect of L Y52 on angiogenesis and the subsequent 

invasion and metastasis of human hepatocellu1ar carcinoma (HCC). Anti-met出t出isability of L Y52 w出量st

evaluated血也ep叫mon釘yme旬stasisofB16F10 murine melanoma cells in C57厄L6mice. Grow也inhibitionof 

LY520n加morcells was assayed in the human HCC SMMC・7721加morxenografts in nude mice. Vascu1ar 

endothelial grow也白.ctor(VEGF) and vascu1ar endothelial cell marker CD34 expression were also evaluated 

immunohistochemica11y白血eSMMC・7721加morxenografts in nude mice. Tumor microvessel d叩 sity(MVD) 

wasqu組 tifiedaccording to immunohistochemical s旬iningfor CD34血加morxenografts. Fur也ermore，effect of 

LY52 on angiogenesis in vitro w出 testedin the chicken chorioa11antoic membrane (CAM) mode1. L Y52 showed 

an inhibit01y effect on p叫mon紅ymetastasis of B 16F 1 0 murine melanoma cells血 C57/BL6mice without 

significant to泊ceffects. The growth ofSMMC-7721 cel1s in nude mice was sig国五cantlyinhibited after回 a回 ent

wi血LY52for 4 con出uousweeks. Immunohistochemical study showed血atVEGF組 dCD34 expression in the 

加morxenografts were suppressed白血epresence ofL Y52. Accordingly， MVD w.出 significant1ydecreased血血e

LY52屯eatedgroup compared wi血 thecontrol group. A dose-dependent inhibition on angiogenesis was 

demons回 tedin the chicken CAM after incubation with LY52 for 72 hour.百lUS，LY52， a ca宜eoylp戸rolidine

derivative， wou1d be a lead compound to suppress intrahepatic invasion and metastasis of hepatocellu1ar 

carcinoma via inhibiting proteolytic activities ofMMP-2組 dl¥品0・9.

Key words: Ca宜eoylp戸主olid血ed町ivative，LY52， human hepatocellular carcinoma， invasion， metastasis， 

SMMC・7721cellline， angiogenesis， ma仕ixmeta110proteinase 

Introduction 

Hepatocellular carcinoma 但CC)is one of the most common forms of mali伊antcancer， especially in Asian 

coun出es.Recent progress in the diagnosis and出 a回 .entmodalities has improved the prognosis of patients wi也

HCC. However，血elong-term prognosis remains disappoin也19because of the企equentrec田renceand the 

development of in位ahepaticmetastasis of HCCs血 16%・65%of patients. The 祖国hepaticmetastasis is mostly 

caused by the portal vein invasion σVI) of HCC， which eventua11y results in the spread of cancer cells担to也e

liv町~ PVI，也e宣rstand the key step of intrahepatic metastasis ofHCCs， is initiated by extracellular ma出x(ECM)

degradation and determines the prognosis of patients wi血 HCCs.As HCC is a high1y vascular tumor， the 
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progression ofHCC is great1y related to active neovascularization， which helps in也enu出entand oxygen supplテ

Angiogenesis，也eprocess of forming new blood vessels企ome泊s也19ones， requires degradation of the v出 C叫ar

basement membrane and remodeling of血eECM in order to a110w endothelia1 cells to migrate and invade into 

也.esurrounding tissue.百lUS，degrdation of bas回 lentmembranes and ECM might closely correlate wi也

angiogenesis and in住ahepaticmetastasis of HCCs. 

Gela也lases，inc1uding matrix meta110proteinase (MMP)ー2and ]¥品0・9，play an important role in 

degradation of basement membrane collagen type 1V， which is associated with tumor invasion and metastasis. 

Active MMP-2 and MMP-9 were proven to be也.em司orenzymes re叩onsiblefor也ehigh gelatinolytic activiy at 

the invasive front of HCCs.百lerefore，regulation of MMP・2and MMP-9 is important血thedevelopment of 

novel也.erapeuticstrategies against angiogenesis and in凶 hepaticmetastasis ofHCCs. 

τbree・dimensiona1struc卸reana1ysis of MMP molecu1es showed也atthe S' 1 active pocket in 1'.仏I1P-2and 

MMP・9is deeper血anthat of the other旬peof MMPs such as MMP-3.τ1us has provided helpfu1 c1ues when 

using structure-based design s位ategiesto discover novel MMP inhibitors that selectively block the activity of 

MMP-2組 dMMP -9. We have previously reported也atsome ca宜eoylpyrrolid血ederivatives， which were 

designed based on a lead MMP inhibitor CGS27023A， wぽepotentia1 gela也1笛einhibitors and suggested也at

LY52グoneof血eseca島 oylpyrrolidine derivatives， might suppress加morinvasion and metastasis via selectively 

blocking proteolytic activities of MMP-2血 dMMP-9. But也.ee:ffect of LY52 on加morangiogenesis h鎚 not

been studied. In也epresent study， we examined the e宜ectofLY52 on angiogenesis and grow也andmetastasis of 

hu血租HCCSMMC・7721cel1s. 

Materials 

Reagents. Ca:ffeoyl pyrrolidine derivative LY52 (Fig. 1)， white power， 

insoluble in water， was designed and s戸lthesized出 describedpreviously. 

百lecompound was dissolved in dimethylsulfoxide for in vi仕oassay and in 

5% amylum for in vivo s佃dy.Monoclona1 antibody against vascu1ar 

endothelia1 grow也factor(VEGF)， monoclona1 antibody against CD34 and 

〈ぴユ九
Fig.l Chemical s仰 cture01 LY52. 

peroxidase-conjugated affinipure goat anti-rabbit IgG were purch出ed企om

Santa Cmz Biotechnology (S佃 taCruz， CA， USA). White chicken eggs were provided by Institute of Anima1 

Sciences， Shandong Academy of Agricultura1 Sciences (Jinan， China). 

Cells and animals. Human HCC SMMC・7721ce111ine， which simultaneously expresses both MMP・2

and MMP-9， w出 providedby Sh釦 ghaiInsti加teof Cell Biology， Chinese Academy of Sciences (Sh組 ghai，

China). B16FI0 murine melanoma cell line w出 p田chased企om也eInstitute of Materia Medica， Chinese 

Acad阻 lyof Medica1 Sciences (Beijing， China). Fema1e C57厄L6mice， 5・6weeks of age， and fema1e Ba1b/c 

a也戸国c(nu+/nu+) mice， 19・22g， were purchぉed企omthe Institute of Experlmenta1 Anima1， Chinese Academy 

ofMedica1 Science. 

Results 

Inhibition of pulmonary metastasis of B16F10 melanoma cells in C57BU6 mice. 
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Anti・met出抱sisability ofLY52 wぉ evaluatedin the puhnonary metastasis model 'Of B 16F 1 0 murine melanoma 

cells血 C57厄L6mice. As sh'Own in Table 1， LY52 significantly reduced也enumber 'Of puhn'Onary metastatic 

n'Odu1es 'OfB16F10 melanoma cells in C57BU6 mice aft釘 c'Ont血u'Oustreatment f'Or 3 weeks. 

Table 1. E偽ctof L Y52 on pulmonary me加旬sisof
B16Fl0 melanoma cells in C57BL/6 mice. 
MIce Mlcewe旬htLung welg批 向州ung Inhlbltlon 
(n) (g) (ω(n)  (%) 

0 
25 
50 

1∞ 
Carboxyfates 

24.4 
435 
ω2 
22.6 

88.6土11.7
65.0土12.3*
49.1土11.3*
353:1:10.2* 
ω.6士14.伊

0.13土O目。ョ
0.12:1:0.01 
O.ロ土0.01
0.12土0.02
O.臼土0.02

22.5土2.8
23.1:1:3.1 
21.7土2.1
213土3.6
18.2土4.1

ω
9
m
m
7
 

Dωage 
(mg絢)

Inhibition of the growth of SMMC.・7721cells in nude 

百lenude mice inocu1ated wi血 SMMC・7721cells were 

住'eatedwith LY52 for 4 c'Ontinu'Ous weeks. Tum'Or weights 'Of 

each group were sh'Own in Table 2.τb.e inhibiti'On rates by 50 

and 100 mglkg 'Of LY52 were 23.6 and 34.1 %， respectively. 

Inhibition of VEGF expression in SMMC.・7721tumor 

expresslOn m 

mlce. 

Table 2. EfI'ect of L Y 52 on首legrowth of SMMC・7721
umorxe四ograftsin nude mice. 

D田勾e 何回 Mice附句ht 刊 m町隅明ht

(mgfkg) (n) (，ω {冒}

o 6 23.1土3.2 2.34土0.63
50 6 23.1土3.1 1.76土0.81事
100 6 21.7土2.1 1.45:l:0.96* 
ca巾回ylat田 6 23.2土4.1 1.回土1.12*
白巾開向凶，1∞咽/匂*〆0.05時間刷group

InhibRion 
{悦}

23.6 
34.1 
22.6 

tum'Or 

xen'Ogra:fts w出 immunohist'Ochemica11yexamined. As sh'Own in 

Fig.2A也einhibiti'On rates by 25 and 100 mglkg 'OfLY52 were 

32.3 and 52.3%， respectively. 

of MVD-CD34 

SMMC-7721 VEGF xenografts. 

tumor 

xenografts. Tumor MVD w出 eva1uatedby immun'Ostaining 

f'Or CD34 expressi'On in SMMC・7721加m'Orxen'Ogra:fts. LY52 

SMMC-7721 in Inhibition 

Fig. 2. Immunohistochemicαrl sω'ining of VEGF 
(Fig. 2A) in the品1MC-7721tumor xenogr，αrfts in 
nude mice and CD34(Fig. 2B) in the v，αsω1αr 

cells of the SlI必vfC-7721 匂umor
x400) with 
OOmg/kg. 
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significant1y inhibited也eCD34 expressi'On in 

加皿'Orxen'Ogra:fts血 nudemice. As shown in Fig. 2B at the d'Oses 

'Of 0， 50 and 100 mglkg 'Of LY52， CD34 expressi'On rates wぽe

42.1土6.1， 34.9土2.8*and 28.5::1:3.1*， respectively (*p<0.05 vs 

SMMC-7721 

:、寸B-21
t:ヲ:》j
?dfDt5 

c'On住01).

of angiogenesis 

sh'Own in Fig. 3A， dramatic vascu1ature with intact s住uc加rewas 

visible in the CAMs of也ec'Ontr'Ol gr'Oup. LY52 significant1y 

inhibited the angi'Ogenesis血 theCAMs a:fter incubating for 72 

As CAM. chicken in Inhibition 

A 

h'Ours. ln the d'Oses of 1 and 10μg/0.5cm2， LY52 slight1y 

inhibi旬dthe bl'O'Od-vessels gr'Owth and br組 ching(Fig. 3B and 

Fig. 3 E.ffect of LY52 on the angiogenesis
o的

chickenCAAゐ'.C品1swere exposedω0.5 cmJ. of 
filter papers con加加ing10μ1 of d!炉問ntdoses 
01 LY52. Eggs were sealed and inωbated under 
constant huinidity for 72 h incubation. CAMs 
were collected and the vessels were counted as 
described in the method. 

3C， p>0.05). In由edose of 100μg/0.5cm2， vasculature density 

was signi宣cantlyreduced and vessel s回 C佃redis'Ordered wi也

the main vesse1 branches int，町vening，t'O武u'Ousand attenuated 

(Fig. 3D). At the doses of 1， 10 and 100μg/0.5cm2 'OfLY52， VI 

was 92.8::!:l.9， 74.2土2.1組d59.1土1.3%(p<0.05)， respectively. 

Discussion 

cells possessed gelatinolytic activity， 

signi宣cant1yand c1'Osely ass'Ociated wi也 C組 cerinvasion t'O白ecaps凶eand a1s'O t'O血.ep'Orta1 ve也s.Gelatinases 

especia11y MMP-2 and MMP・9pl可 animp'Ortant r'Ole in regu1ating pr'Ocesses 'Of加mor加 gi'Ogenesis，血.vasi'On

andme飽stasis.LY52 h部組 inhibit'Oryeffect 'On也epr'Ote'Olytic activity 'Of MMP・2and MMP-9 in carcinoma 

cells.百lUS，也epresent s胞dyf'Ocused on e能 cts'OfLY52 'On angiogenesis， growth and metastasis 'OfHCCs. First， 

was which 

62 
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examination for anti-metastatic ability of LY52 in vivo was performed wi也 p叫mon紅ymetastatic model of 

B 16F 10 melanoma cells血 C57BL/6mice.臼aladm泊is住ationofLY52 si伊i:fic組.t1yprevented血ep叫mon釘y

metastasis of B16FI0 cells in mice devoid of toxic e:ffects (Table 1).τnen， Human HCC 1¥仏t1C・7721cells， 

simutaneously express MMP-2 and MMP-9， were selected to inoculate to nude mice to form加morxenografts， 

and也.ee:ffect of LY52 on由.egrowth and angiogenesis也知morxenografts w出 ex創出ned.LY52 si伊i宣C祖 tly

inhibited the grow也ofMMC・7721卸morxenografts (Table 2).τne angiogenetic activity is reflected血 the

development of novel microvessels in加mortissue血atis.qu釦 tifiedby the in仕atumora1MVD. Previous studies 

showed也athigh tumor MVD-CD34 wぉ asignificant predictor of加morrec町renceafter resection of sma11 

HCCsく 5αn.VEGF is one of the most extensively investigated angiogenetic factors. Inぽeasedexpression of 

bo也VEGF担 dCD34 enhanced the adhesion of旬morcells to basement membrane and the release of MMP-2 

and MMP-9.百us，VEGF expression and MVD-CD34 were used鎚 predictivefactors of the response to 

anti・angiogenetic伽 gs血 0町蜘dy.hnmunohistochemica1 s卸diesshowed也atLY52 significantly inhibited 

VEGF expression and MVD-CD34血SMMC・7721旬morxenografts (Fig. 2). LY52 w出a1sofound to directly 

inhibit佃 giogenesis血也echicken CAM部 say(Fig. 3).百leseresults showed血atLY52 inhibited担割ogenesis

bo血血vivoand in vi仕0，出well出 growthand metastasis ofHCCs. 

LY52w部 designedto speci:fica11y block the activity of MMP-2釦dMMP-9. Thus， our s卸diessuggested 

也atLY52 might inhibit angiogenesis in invasion and metastasis of HCCs via blocking the proteolytic activities 

ofMMP・2and MMP-9.百lemetastasis of加morcells is a multistep and ex仕emelycomplex process in which 

many factors participate. LY52 can not be involved血血eful1 process. However， our prelin由laryresults 

sugges鉛d白紙 LY52might be a better candi白tecompound for anti-invasion and anti・metastasisof HCCs at 

present. 

Par包 ofthis study were presented as follows: 

1. Qu X， Yuan Y， Tian Z， Xu W， Chen M， Cui S， Guo Q， Gai R， Makuuchi M， Naka抱 M，Tang W: Using 

ca宜eoylpyrrolidine derivative LY52， a potentia1 inhibitor of matrix metalloprotein出e・2，to suppress同mor

invasion and metastasis. Int J Mol Med 2006; 18 (4)， 609・614.

2. Qu X， Yuan Y， Xu W， Chen M， C国 S，Meng H， Li Y， Makuuchi M， Nakata M， Tang W: Ca:ffeoyl pyrrolidine 

derivative LY52 inhibits加morinvasion and metastasis via suppression of matrix meta110proteinase activity. 

Anticancer Res. 2006; 26，3573・3578.

3. Liu J， Xu WF， C由 Sx， Zhou Y， Yuan Y又Chen1柾1，Wang RH， Gai RY， Makuuchi M， Tang W， Qu XJ. 
Inhibition of human g槌紅白carcinomacell grow也byatofluding derivative N3・0・toluyl-fluorouraci1.World J 

Gastroenterol. 2006; 12， 6766・6770.

4. T:釦 gW， Yuan Y， Tian Z， Xu W， Chen M， Cui S， Guo Q， Gai R， Makuuchi M， Nakata M， Qu X: Inhibition of 

active ma住民 meta110proteinase-2expression組 d佃mor血vasionand metastasis by ca:ffeoyl pyrrolidine 

derivative LY52. 11th World Congress on Advances in Oncology and 9th lntemαtional砂mposiumon 
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動脈管における膜電位依存性カリウムイオンチャンネル(Kv)の発現をRNAレベルと蛋白レ
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Abstract 

一日中医学協会助成事業ー

動脈管収縮弛緩におけるガス状血管弛緩因子の役割

ーカリウムチャンネル発現への影響ー

日本側研究者氏名 中西敏雄 職名教授

日本所属機関

中国側研究者

中国研究機関

東京女子医科大学

国際統合医科学インステイテュート

杜軍保 職名教授

北京大学第1病院小児科

Oxygen-sensitive， voltage-gated potassium channels (Kv) may contribute to血edetermination of the 

membrane potential泊 smoothmuscle cells of the ductus arteriosus (DA)姐 d，白山，ぬ regulationof 

con位置ctileぬnein response to oxygen. Developmental changes in Kv during gestation may be 

related to dilation of the DA during fe匂llifeand c10sure of the DA after bir血Thiss佃dyinvestigated 

developmental ch姐.ges血血.eexpression of Kv in血eDA姐 dcomp紅edit with血atof the pu1monary 

訂tery(PA) 姐 d也eaorta (Ao). The role of gaso仕組smitterNO on 也eexpression of Kv w出

examined by administering a potent ni住ic oxide syn也ase 泊hibitor， Nomega-.凶位。.

L-紅側nemethyl ester ι-N品伍:)， to a pregrant rat at day 19， 20 姐 d 21 of 

gestation. The DA， PA血 dAo were isolated from fetal rats at days 19姐 d21 of gestation (term; 21.5 

days). The expression of Kv1.2， Kv1.5， Kv2.1 and Kv3.1， putative oxygen-sensitive Kv channels which 

open in response to oxygen， w出 evaluatedat bo血血.emRNA祖 dprotein levels，国ingquantitative real-

time PCR and immunohistochemis町・ In the Kv family studied， Kv1.5 mRNA was 

expressed most abun白nt1y血血eDA， PA姐 dAo in bo血血'y19 and day 21 feωses. Al血ough血e

expression levels of Kv 1.2， Kv1.5， Kv2.1， Kv3.1 did not ch佃.gemuchwi血 developmentin也ePA組 d

Ao，泊也e DA 血.ey .decreased wi血 development. L-N品届(lC凶g/kg) did 

not ca山E 姐 ychanges in the expression of Kv 1.2， Kv1.5， Kv2.1， Kv3.1血血eDA泊 day20 

姐 dday21 feωs. The role ofNO in dilating DA during fetallife may be minimal in the near-term fe凶 rat.

τ'he decrease白血.eexpression of Kv channels may enhance DA c10sure after bir也 by

elim血ating血eope凶ngof K v channels when oxygen increases. 

Key words: Ductus arteriosus; Development; Gene expresslOn; Oxygen; 

Potassium channel. Gaso仕組smitter
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Introduction: 

The ductus釘teriosus(DA)， a vital artery connecting the pu1monary訂tery(PA) and aorta (Ao) which 

diverts blood from the PA to the descending Ao during the fetal period， constricts in response to也e

increase in 0可gen(02) tension in the blood at bir也百leresponses of blood vessels to changes in O2 

tension v紅ydepending on the location of the blood vessels and on也edevelopmental stages. The isolated 

small PA relaxed in response to血 increasein O2 tension. whereas the I!solated main PA. showed no 

response or only a slight consなictionafter an acute increase in O2 tension. The isolated Ao showed no 

re叩onseto an increase in O2・tension. However，也eDA isolated from the ma旬refetus constricted 

markedly in response to阻血creasein O2 tension. 

Potassium (K) channels play a m句orrole in maintaining the resting membrane potential of 

vasc叫釘smoothmuscle cells，血usregulating vascul紅 tone.It is known也atsome voltage-dependent K・

channels (Kv) in arteries 釘e Oz-sensitive. The opening of K v channels in vascular smooth 

muscle cells causes membrane hyperpolarization， inactivates voltage-gated Ca2+ channels， and decreases 

the intracellular Ca2+ concen仕ation，leading to vasorelaxation. 

Only a few studies have reported血.eexpression of Kv channels in勘 DAand there is no report 

of a study comparing the expression of Kv channels among血eAo， PA，姐dDA with advancing 

gestation dur担gfetallife. As the DA closes while血ePA組 dAo remain open after bir血，there might be a 

difference in也.eexpression of oxygen-sensitive Kv channels between 也eDA， PA and Ao. 

τ'herefore， our aim was to determine the expression of Kv channels血由eDA， PA姐 dAo at different 

gestational stages at也emRNA and protein levels. 

Ni凶coxide is known ωdilate vessels阻cludingDA.τ'he role of gaso仕組smitt釘 NO on 血e

expression of Kv remains unknown. It may .stimulate the expression of Kv， 白山 causing 

vasodilation dur血gfe凶 life.

Materials and methods: 

We used fetal rats at days 19組 d21 of gestation to examine the developmental expression ofKv1.2， 

Kv1.5， Kv2.1 and Kv3.1血血eDA， PA and Ao. Total RNAs of the DA， PA姐dAo were isolated 

fromp∞，led segments of 240 day 19 rat fe旬ses姐 d140 day 21 rat fe旬ses.τ'heto泊lRNAw出 reveおか

transcribed into cDNA wi血 randomhexamers姐 dMultiScribe ™ Reverse Tr，祖scriptaseσostacity，

CA， U.S.A).τ'he real-time PCR reaction was conducted with a Premix Ex Taq Kitσ3kara Bio) using血

ABI P阻SM™ 7300 Sequence Detection System (Applied Biosystems). For each s細 pleanalyzed， 

cDNA copy numbers were calculated on the basis of 也e results of the 

standard curve of the same fUll.τ'he K v cDNA copy nu皿.berswere normalized using the 

calculated GAPDH cDNA copy number of the sa皿es細 ple.

Tissues of the DA， PA and Ao excised from both day 19 and day 21 fetal rats were fixed血4%cold 

円
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paraforma1dehyde for histoimmunochemis1ly. Rabbit polyclonal antibodies (組ti-Kv1.2，anti-Kv 1. 5， 

anti-Kv2.l and佃 6・Kv3.1)were used. 

Results: 

The expression of Kv1.2 mRNA血血eDA was less血祖也at血血ePA姐 d也eAo on both day 19 

and day 21 (Iヨg.1). In bo血血ePA姐 dAo， expression ofKv1.2 mRNA血theday 19 fetuses was similar 

ω白紙in血eday 21 fetuses. In the DA， howeveζ也eexpression of Kv1.2 mRNA in也eDA of the day 21 

fetuses was less白血血at血血eday 19 fetuses. In血eday 19fe旬ses，也eexpression of Kv1.5 mRNA w出

approximately eq凶va1ent血血eDA， PA and Ao. In the day 21 fetuses， the expression of Kv1.5 mRNA血

血巴DAw回 less白組曲at血血ePAandAo.

In both the血Y19 and day 21 fetuses， the sta血ingofKv1.2 w回 light血血DA，moderate in the PA 

祖 dintense血血eAo . In也eDA， the staining intensity of Kv1.2泊 theday 21 fe佃swas lighter 

也姐也at血血eday 19 fetus. 

τ'he role of gaso位ヨnsmitterNO on 血eexpression of Kv w出 examined by administering a 

potent ni邸側desyn血部einhibitor， Nomega-ni住0・L-岬 nineme血ylesterι-N必伍.)， ωapregrant 

rat at day 19， 20姐 d21 of ges凶 on.L-NAME (1加 glkg)did not cause組 ychanges in the expression 

ofKv 1.2， Kv1.5， Kv2.1， Kv3.1 in也.eDA血day20 and day 21 feωs. 

Discussion: 

In this study， we have demonstrated， for the first time， developmenta1 changes in the expression of 

Kv1.2， Kv1.5， Kv2.1姐 dKv3.1泊也eDA，PA姐 dAo也 ratfc旬sesat both mRNA血dprotein levels. 

Quantitative rea1-time PCR data showed a lower mRNA expression of Kv1.2， Kv1.5， Kv2.1組 dKv3.1血

血eDA旭 day21 fetuses也an泊 day19 fe加ses，血d血eseresults corresponded well with血eresults of 

protein expression detected by immunohistωhemis町.The decrease血血.eexpression ofKv ch岨nels

血血eDAmayreduce the opening effect ofKv channels when O2 tension血creases.

L-NAME (1Omglkg) did not cause姐 ychanges血血eexpression of Kv 1.2， Kv1.5， Kv2.1， Kv3.1血

血 DA in day 20 and day 21 fe旬S.τ'herole of NO泊 dila出.gDA during fe凶 lifemay be minima1 in血e

near-term feta1 rat. 

In conclusion，也edecrease血血eexpression of Kv channels， which open血 responseto oxygen， 

maye曲ance也eDA closure after bir也 byeliminating血eeffect of the opening of Kv channels 

when oxygen increases. 

作成日 2007年 3月10日
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匂思議思思邸a川

財団法人日中医学協会

2006年度共同研究等助成金一中国人研究者・技術者招聴一報告書

1 3日3月19年
御中日中医学協会財団法人

⑧ 

iT財団より助成金を受領して行った中国人研究者・技術者招聴-について報告いたします。

-添付資料:研究報告書
晃康

日本大学松戸歯学部

平山
受給者氏名.

所以椛関名:

脳神経外
所属部署:一

〒 271-8
地 :T塞思訟戸喧主主町酉~4.-87Q-l

職名:教授

在所

内線:047-360-9624 電話:

円100万成金額

2.研究テーマ

助

日本大学松戸歯学部病院における顎顔面外傷の動向

3. 成果の概要 tLOO字程度)
【目 的】当院における顎顔面骨骨折の動向について検討を行なった。 【対象及び方法】対象は2000年から2005年の6
年間に日本大学松戸歯学部付属病院で入院加療を行なった顎顔面外傷257例である。 【結 果】性別は男性191例 (74気)、
女性66例 (2倒)であり、男性に多く認められた。平均年齢は32歳で、最年少は6歳、最高齢は87歳であった。年齢分布
は20歳代が80例 (31話)と最も多く、次いで10歳代が61例 (24見)であり、 10歳代と20歳代を合わせると全体の55犯を占め
ていた。骨折部位では下顎骨'骨折が最も多かったが、 2003年に脳神経外科が開設された後は、上顎骨、頬骨、眼寵底骨
折などの中顔面骨骨折の増加が認められた。また、それに伴い症例数の増加が認められた。 【結語]今後さらに創意
工夫を重ね治療期間の短縮や患者のωLの向上を目指すべきである。

4.被招鴨者

副部長職名:曲紅梅

一清一華太裳玉泉癒院

名:氏

一歯税部署:所同級関:

顎脳機能センター痛み外来での研修

顎脳機能センター摂食味下リハ外来での研修

顎脳機能センターでの研修 (MRI/CTの研修
歯周病学についての研修)

5. 滞在日程概要(日付.主な活動・工程等j

日本大学松戸歯学部付属病院、

日本大学松戸歯学部付属病院、

日本大学松戸歯学部付属病院、
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要旨

一日中医学協会助成事業ー

日本大学松戸歯学部病院における顎顔面外傷の動向

研究者氏名

中国所属機関

日本研究機関

指導責任者

共同研究者

曲紅梅

清華大学玉泉病院歯科

日本大学松戸歯学部脳神経外科

教授平山晃康

浅;宰裕一郎、安達直秀、秦由香里、

前田 剛、松崎粛統、牧山康秀

当院における顎顔面骨骨折の動向について検討を行なった。【対象及び方法】対象は2000年から 2005年の 6

年間に日本大学松戸歯学部付属病院で入院加療を行なった顎顔面外傷257例である。【結 果】性別は男性 191

例 (74%)、女性 66例 (2側)であり、男性に多く認められた。平均年齢は 32歳で、最年少は 6歳、最高齢は

87歳であった。年齢分布は20歳代が 80例 (31免)と最も多く、次いで 10歳代が 61例 (24%)であり、 10歳代

と20歳代を合わせると全体の5聞を占めていた。骨折部位では下顎骨骨折が最も多かったが、 2003年に脳神経

外科が開設された後は、上顎骨、頬骨、眼寵底骨折などの中顔面骨骨折の増加が認められた。また、それに伴

い症例数の増加が認められた。[結語】今後さらに創意工夫を重ね治療期間の短縮や患者の QOLの向上を目指

すべきである。

目的:

顔面と頭部はどちらも同じ球体に存在するため、外傷の機転がほぼ同一であり両者の合併損傷も多い。その

ため顎顔面外傷は歯科と医科の領域に跨がる代表的疾患の一つであるといえる。 2003年4月より歯科病院の診

療科のーっとして当院に脳神経外科が全国に先駆けて開設された。本研究では当院における顎顔面骨骨折の動

向について検討を行なった。

対象及び方法:

対象は2000年から 2005年の6年間に日本大学松戸歯学部付属病院で入院加療を行なった顎顔面外傷257例

である。診療録と放射諌学的所見から、年齢・性別、受傷原因、骨折部位について retrospectiveに検索を行

なった。

結果:

[性・年齢分布]

性別は男性 191例 (74犯)、女性66例 (26%)であり、男性に多く認められた。平均年齢は 32歳で、最年少

は6歳、最高齢は87歳であった。年齢分布は 20歳代が 80例 (31%)と最も多く、次いで 10歳代が 61例 (24%)

であり、 10歳代と 20歳代を合わせると全体の 55犯を占めていた (Table1)。
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Table 1 年齢分布

年齢 症例数 (出)

0-9 2 0.8 

10歳代 61 23. 7 

20歳代 80 31. 1 

30歳代 39 15.2 

40歳代 27 10.5 

50歳代 27 10.5 

60歳代 16 6.2 

70歳代 3 1.2 

80歳代 2 0.8 

計 257 100 

[受傷原因]

交通事故、転落・転倒、スポーツ、第三者行為の順に多く認められた (Table2)。

Table 2 受傷原因

受傷原因 症例数 (%) 

交通事故 100 39 

転倒・転落 80 31 

スポーツ 36 14 

第一者行為 26 10 

その他・不明 15 6 

計 257 100 

[骨折部位・症例数]

骨折部位では下顎骨骨折が最も多かったが、 2003年に脳神経外科が開設された後は、上顎骨、頬骨、眼嵩底

骨折などの中顔面骨骨折の増加が認められた。また、それに伴い症例数の増加が認められた。 (Table3， 4， 5)。

Table 3 骨折部位 (2000-2005) 

骨折部位 症例数(出)

下顎骨骨折 176 68 

上顎骨・頬骨骨折 50 19 

頬骨弓部骨折 11 4 

鼻骨骨折 7 3 

眼寵底骨折 6 3 

不明 7 3 

計 257 100 
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Table 4 骨折部位 (2000-2002) 

骨折部位 症例数 (覧)

下顎骨骨折 88 80 

上顎骨・頬骨骨折 14 12 

頬骨弓部骨折 4 4 

眼笛底骨折 。。
鼻骨骨折 3 3 

不明 l 

言十 110 100 

Table 5 骨折部位 (2003-2005) 

骨折部位 症例数(出)

下顎骨骨折 88 60 

上顎骨・頬骨骨折 36 24 

頬骨弓部骨折 7 5 

鼻骨骨折 4 3 

眼寵底骨折 6 4 

不明 6 4 

計 147 100 

考察:

近年、当院における顎顔面外傷は増加している。これは生活の多様化による患者数の増加、近隣病院との病

診連携の強化に加えて、当院が顎顔面外傷に対して、歯科と医科の連携により診療を行なっている点にあると

考えられる。頭蓋内損傷を合併もしくは疑われる顎顔面外傷は、通常、歯科病院での治療対象になり難い。し

かしながら、脳神経外科の治療終了後に顎顔面外傷の治療を開始すると Goldentimeを逸してしまい治療が困

難になる症例が少なくない。当院では口腔外科と脳神経外科とのチーム医療により、意識障害や頭蓋内病変を

伴った症例を積極的に受け入れる治療システムを構築している。このシステムは当院における顎顔面外傷の動

向に影響を与えていると考えられた。

結語:

顎顔面外傷に対する口腔外科と脳神経外科のチーム医療は当院の目指す"Medico-dental" の一つであり、

今後さらに創意工夫を重ね治療期間の短縮や患者のQOLの向上を目指すべきである。

参考文献:

1.前田 剛、春山秀遠、山下正義、大野奈穂子、石崎菜穂、長谷川一弘、田中茂男、渋谷語、小宮正道、

牧山康秀、秋元芳明、平山晃康、片山容一:スポーツによる顎顔面骨骨折. 脳神経外科ジャーナノレ 15:

517-522， 2006. 

作成田:2007年 3月 13日
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匂思N否5思主意鈎成時

財団法人日中医学協会

2006年度共同研究等助成金一日本人研究者派遣一報告書

2006年 12月 25 日

財団法人日中医学協会御中

貴財団より助成金を受領して行った訪中交流について報告いたします。

添付資料:訪中報告書

受給者氏名: 演畑章子 ⑮ 
所属機関名: 聖隷クリストファ一大学

所属部署:看護学部 職名:教授

干433・8558
所在地: 静岡県浜松市三方原町3453

電話: 053-439・1400 内線:1926 

1 .助成金額: 200，000 円

2.テーマ

中国の看護教育への有効な活用に向けた日本の老年看護教育と質的研究の現状

3. 成果の概要(100字程度)

河北医科大学看護学院にて看護教員、看護師を対象に「日本における老年看護の発展」と

いうテーマで講演し、また、看護学部や病院見学を通して意見交換し、交流した。

4. 招 1号機闘

機関名:河北医科大学看護学院 代表者名: 越 玲 職名: 院長

所在地: 河北省石家荘市和平西路215号

5.滞在日程概要(日付、主な旅程・行事等)

平成18年9月16日 中部国際空港一上海

上海ー蘇州(パス):日中看護学会参加

平成 18年9月19日 蘇州ー上海(タクシー)

上海一石家荘(上海航空)

9月20日 河北医科大学看護学院院長、国際交流担当者、

覚書記、河北医科大学第二医院副主任らと交流

9月21日 河北医科大学にて講演

9月22日 石家荘一北京(汽車)

9月24日 北京一中部国際空港
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一日中医学協会助成事業一

中国の看護教育への有効な活用に向けた日本の老年看護教育と質的研究の現状

研究者氏名混畑章子

所属機関 聖隷クリストアァー大学老年看護学教授

はじめに

日本の高齢化率は 20.0舗であり、看護教育でも、老年看護学の専門性が鼠見され、発展しつつある。中国の

高齢化率は 7.69%であるが、将来の老親扶養や保健医療政策、老年看護学の専門性の確立や看護研究のレ

ベル向上が重要課題である。今回、河北医科大学より招聴され、中国の老年看護教育と研究の発展に参考に

なるべく、日本の老年看護の現状と質的研究について講演し、交流したので報告する。

招璃期間:平成18年9月16日-9月24日

招璃機関:河北医科大学

結果

1.河北医科大学看護学院の講義室や演習室などを見学し、日本の看護教育との相違など意見交換した。

2.河北医科大学付属病院を見学し、日本の病院における看護の相違など意見交換した。

3.河北医科大学看護学院で以下の内容で講演し、約300人の看護教員や付属病院の看護師が参加した。

1)日本の高齢化社会の現状

高齢化率の伸び、平均寿命の変化、高齢化の原因、現在の高齢者の生活の状態(家族構成や年収、就業

割合等)、収入の種類、健康状態、死因、認知症と2005年に開始された政策的キャンベーン、介護保険

2)老年看護のカリキュラムの発展

看護教育に関する法律(保健師助産師看護師法)、老年看護学確立までの歴史的変遷、聖隷クリストフア

}大学の概要と講義中の学生の状況

3)老年看護学の教育内容

学生の高齢者に関するイメージや学生気質、老年看護学の科目目標と講義内容、実習目的と実習施設、

学内演習、日本看護協会の認定による看護師の専門制度(専門看護師、認定看護師、認定看護管理者)

4)老年看護の研究の現状

老年看護学における研究内容(高齢者のケアの改善、介護家族のケア、認知症高齢者)、高齢者を対象

とした質的研究の概要、日本における老年看護の今後の課題

5)施設の高齢者の生活を変えるケア

1990年から米国で始まった施設ケア改善の取り組みであるエデ、ン・オノレタナテイブ、の紹介

おわりに

河北医科大学看護学院の教育は病院の環境を設定し、現実的で、合理的であった。学内で使用する物品は

少ないが、教育方法の工夫によって対応していた。病院ても、物品の少ないのが目立った。講演では、日本の

高齢化の原因や高齢者施設の看護、実際の老年看護教育の内容に関心が高かった。特に学生の学内演習を

写したパワ一ポイントの写真を何胤撮る人が多かった。高齢化で波及する問題や看護教育の内容には共通

したものがあるが、日本で実際にどのように教えているのか、参考にしたいとの声があがっていた。今回の招聴

で文化や習慣の相違により教育方法が異なっても、基盤は同じであることを確認した。また、一方的な講演で

はなく、中国の看護教員の考え方や教育方法も参考になり、今後の教育活動に有意義な訪問であった。
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河北医科大学より客員教授の授与

河北医科大学病院看護師長

ーと¥

河北医科大学にて講演

河北医科大学病院

2006年日月21日

歓迎の垂れ幕

2006年9月21日

2006年9月21日
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ADH2遺伝子は、性別、年齢などの交絡因子を補正して、Arg/Arg型がHislHis型に比べ

て、オッズ比は有意に高くなった (OR:2.40;95%CI: 1.00-5.78)0 ALDH2遺伝子多型に関し

て，大腸腺腫の発症との関連連が見られなかったが、 ALDH2Lys+型とADH2Arg+型の多
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Al∞h'Ol∞田umptionis a pr'Obable risk fact'Or w池 reg紅dω ∞，lore伽ln回plasm.G回出cpolymorphisms， aldehyde 

dehyc加gen蹴 2(ALDH2) Glu487Lys and al∞h'Ol dehydrogen蹴 2(ADH2) His47Arちwhichhavea油:ong血伊ct'Onal∞h'Ol
meぬ加lism，are∞mm'On泊Ja伊nesepop叫副'Onbut首leirsi伊盟問n田 f'Orcolorec鈎ln田'plasmremainsωbecl組fiedind伽 il.

We也田foreconduc鈴da伺鈎・c'On仕01study wi血 224町 mpωmaticcolor国飽1aden'Oma伺おsand 230 pop叫ation-ba鈴d

co曲olsmatched for砲e血dse}ιA伽 adjus回.entf'Or sex， age， BMI， srnok宣ng由加s，dr恒lang剣山，exercise， m耐由m担

consumpti'On and :family history 'Of∞，l'Orec匂1adenomas or回ncers，也eADH2 Arg allele was f'Oundめ beassociated with 

hぽ郎ed由:k，the odds rati'Os(ORs) being 1.41 (95o/oCI: 0.92・2.18)血d2.40 (1.00-5.78) f'Or the回slArg佃dArgjArg geno蚊戸s，

尚早町tivel'手wh悶 snosi伊週.cantassoci副'Onwasf'OundおrALDH2 genotypes. In h伺vy耐nkers，ha'由gALDH2Lys+叫也

ADH2A培;+showed ORs 'Of 8.39 (1.69-41.5の，∞mparedwi也nondr包kers，having ALDH2 Glu/Glu wi也ADH2阻sIHis.1n
∞nclusion，也.epresent蜘 dysu路樹也epolymo中，hismsof ADH2 and ALDH2 can mod埼， the influence 'Of al∞h'Ol 
∞，nsumpti'On 'On∞lorectal adenomas risk 

Key Words ∞，lor，町匂1aden'Omas， drir面n!与 gene喝n吋ronmentin'旬:raction， ALDH2， ADH2. 

Introduction 

The maj'Ority of∞lore伽1cancぽ包血ou出tω 副se企omadenomas， Alcohol∞酬nptionis a probable出kf蜘 rwi血

児中田tω∞lorec凶aden'Omasand∞lor，田凶C組cers1).百isin邸お吋risk凶ghtbe caused by ethan'Ol via cωarcin'Ogenesis， 

induction 'Of DNA hypomethylation， or飢m'Orpromotion， but might also result from its me帥oliteace匂ldehyde，which w出

qualified出 aprobable carcin'Ogenωhumans. Alcohol is 'Oxidizedωac自l白:hydeby the al∞h'Ol dehy伽 'genぉeenzymes 
(AD出)，句eciallyby ADH2. Ac闘 ldehydeis伽也.er'Oxidized into ace蹴 byaldehydedehy'伽 genseen勾mes(ALD同，組d

也is'Oxi也ti'Onowes much t'O ALDH2. En∞ding genes f'Or these two r明蹴n凶 vealc'Oh'Ol圃oxidizingc叩油出6白血d合加king
behavio工Reg副 ingADH2A119儲，the47Hぉallelerepresents a叩lperactive叩bunit'Of ADH2伽 thasめouta40tim田 higher

也血血eless叩 tiveArw'Arg from 'Of ADH2. As for也.eALDH2m凶871戸 polym'Orphisrn，也e487Lys allele，回.codesa 
ca旬刷伺llyinactive訊.IbunitIndividuals wi也也.eALDH2 Glu/Lys genotype have only 625% 'Of n'Onna1 ALDH2 487Glu 

protein; indi，伺出ga dominant effi田t'Of ALDH2 487Lys.τ'he ADH2 47l!iおandALDH2 487Lys alleles leading t'O high 
ace匂ldehyde∞n田n回ti'Ons，are clus知吋inEast Asian pc可pu1a姐onssuch as Japanese and白泊ωe.百leref'Ore，也ぉetw'O genetic 

polymorphisms m吋埼r也e的記ngha凶組dare expe伽dωaffectαC血d∞，l'Orec凶 adenom出 riskH'Owever， rare 

evidenl回 isavailable for the∞mbined加pact'OfADH2佃dALDH2 polymorphisms 'On∞l'Orec匂1adenomas risk by alc'Ohol 
金主面ng.

百巴primarya血 of他伺se-c'On回l副均bωinvesti伊総也.eimp制'OfADH2 and ALDH2 po切n'Orphisms'On∞l'Orec凶

adenom出 riskWe al却 eva1閣総dpotential interactions between也.etw'O polym'Orphisms阻dal∞h'Ol∞'nsumptionwith regard 
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t'O∞，1'0時制aden'Omぉrisk.

Materials and Methods 

鼠lbjectselecti'On and伽tacoll町ti'On:

τ'he戸rticゆ臨血d由lta∞H耐'Onme血吋f'Or也iscase-con回lぬldyhave been desαゐedpre吋∞slyinde凶f>.Brief1y， 224 

c'Ol'Orectal aden'Oma伺蜘(l59m叫 65w'Omen) and 230 h剖也y∞n加，ls(160 ffiI叫70w'Omen)，金珂uencymatched f'Or砲e

佃dsex，werer町耐d De凶led凶 rmati'On'On dem'Ographic ch紅司脱出伽:，personal medi伺lhi釦'ry，山田lphysi回lac制臥

cig蹴t匂sm'Oking血d企泊kingh油its，凶ke'Ofm叫tivi回世田，andhisωry'Ofcol'Or国鈎1aden'Omas 'Or回目ぽinthe白百t-degree

rel組veswere∞11印刷by凶 nedinterviewers. Al∞h'Ol use wぉ ca句:'Orizedinωnever血deveruse wi血∞田町pti'On'Of 

<30'Or三30rnl 'Of ethan'Ol per day. 

G四'Otyping'OfAWH2姐 dADH2:

DNA 'Ofeach四lbjectwas e油田制企'Omthe bu時， C'Oat :fracti'On. Gen'Otyping was凶sed甲'Onduplex PCRs前血血e

∞nfr'On出gtwcト凶:..p伽 .erσCRベコ1PP)meth叫 3>.Brief1y， f'Ourprimers f'Or也eADH2polym'Orphism血df'Ourprim郡 f'Orthe

AWH2polymo中，hismwere mixed in a 25凶v'Olume叫也 02mM削Ps，O.釦'OfAmpliTaq G'Old DNA polymerase阻d

2.5凶xl0PCR buffer including 15 mM Mgc12.官1ere叩ltswere∞nfumed by the PCR res仕icti'Onfragm回It1，田gth
polym'Orphism me也odusing MslI f'Or bo也p'O~戸n'Orphisms.

S凶 sticalanalysis: 

D臨 :rences'Of characteristics between c出国 and∞凶'Olswere assessed田泊gtheα岳町laretest 百路面rdy・1胎inberg

珂凶ibriumw:ぉ也氏:kedwi血也e白i勾四etestUn∞nditi'Ona11'O廓ticre伊 ssi'On組alysiswas empl'Oyedω回也nate也eod也

副'OS(ORs)佃d∞nfiden田 int，ぽvals(95%αs) f'Or theぉsoci組'Onbe岡田ngen'Otypes and出k'Of∞，l'Orec包1aden'Omas. 

Ac自由国en飴 weremade f'Or matching v出品1田(唱e，sex)血df'Or possめ，le∞n島田ders. C'Ov抑制 wereiden岨edas

poten由1∞nf'Oundersby exanlInIng世1eirdis仕ibuti'Onby case-con仕'01s凶凶.百1e∞v副ateswere included in the model if世1ey

changed the ORs by m'Ore血佃2似'Orsi伊班畑町changed也e肱.elihoodIati'O S凶 stic(p<O.05) 'On univ出抑制，ysis.Al1 

期出世田lte由 were抑Eトsided血ddi能renc田 werec'Onsideredωbes凶sticallysi伊盟国ntatpく0.05. Al1 analy.鈴swere

perf'Ormed using SAS S'O食ware，versi'On 820 (SAS In副知te，Inc. Cary， NC， USA). 

Results 

D四1'0伊phic組dlifestyle charac刷 stics'Of世1e224 col'Orec匂1aden'Oma伺蹴血d230∞n回 lsare sh'Own in Table 1. 

Differences were 'Ob町 vedin the伽 ib凶'On'Of cig的住esm'Oking between伺部組dcon加1s(p=0刷 f'Ormales). A 

si伊坦cant1yhigher proporti'On 'Of回seswi血afa凶lyhi蜘 'ry'Ofc'Olor蜘 1aden'Omas 'Or 棚田rthanconl凶，lswere f'Ound (p = 

0.01). 百1erewere n'O si割ficantdi民rencesin也edi甜ib凶'On'Ofse>ら加布mぉsindex，創出ngs匂tus，vig'Orous exercise， 'Or 

m叫d吋旬n血∞llSUlllpti'Onbetween cぉes佃d∞ntrols.

T油le2 sh'Ows gen'Otype di紺ibuti'Onsf'Or ADH2 and ALDH2祖dc'Ombinati'On， and也eirORs and 95% CIs f'Or∞，l'Orectal 

aden'Omas.τ'he gen'Oty戸企珂uenci路島，rall the polym'Orphisms were in a∞'Orl也n田 wi也白血rdy-We凶句珂凶ibriumin 

c'On回lsand allele frequencies were also in邸c'Ordan田wi也倒加時0出 inJ:却処 Si割ficantlyincreased risk 'Of∞l'Ore由 l

aden'Omas was 'Ob町 V吋wi血ArgjArgrelativeω皿S/HiS(OR: 2.45; 95%CI: 1.06・5.66;trend=O.∞5 f'Or ffiI吋el1)，whereas n'O 

si伊週間ntelevati'On 'Of risk was 'Obsぽvedwi血血.eALDH2 gen'Otype al'One. In the analysis f'Or c'Ombinati'On， c'Ompared wi也

subjects having AWH2 Glu!Glu wi血ADH2回sIHis，砲.e-sexadjusted ORs組d95%Clsf'Or也'Osewi也AWH2Glu!Glu組d

ADH2 Arg+，ALDH2 Lys+ andADH2回d五s，血dAWH2Lys+ andADH2 A屯+w悶1.32(0.81・2.1め，0.79(0.49・1.29)，and 

1.56(0.92・2.61)，間早田tively.Am叫elincluding∞nf'Ounders showed similar associati'O乱

InTable3，白血pact'Of c'Ombin吋g四 0勿pes'OnCRC出k蜘岨edby alc'Oh'Ol伯凶gis presented as ORs adj回総dお，rse}ら

砲、BMI，sm'Oking 期制S，企恒kings岡山， exercise， m凶制飽min∞田ump託'On担 dfinnily hlst'Ory 'Of∞，l'Orec飽1aden'Omas 'Or 
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回n阻'S.In h朗巧rdr恒kers，having ALDH2 Lys+ wi血ADH2Arg+ showed ORs of 8.39 (1.69-41.5の， com阿吋wi也non

企inkers，ha吋ngALDH2GlulGlu withADH2 His圧五s.

Discussion 

Inpresent由均rfOlmd四bj田tswi血ADH2Arg a1lele had a higb.er出:kof developing color郎防ladenoma白血血osewi也

ADH2阻d五sgenotype，制自ofound制 higb.al∞hol∞邸umptionmo武marl<edlyin，α回sedthe出:kof∞，lorec匂l

adenomas in subj田包withADH2Arg a1lele andALDH2 Lys a1lele. 

Previous叩ide凶ological蜘 di回出0時 or凶 asi伊血.cantlyhigb.er由:kfor∞，lorec匂lc組問andωfPhag叫 canc町制O略

J叩組問wi也ADH2Arg a1lele，∞mpar吋ω也0田 wi也ADH2His/l五sgenotypel，刊.There are possible explanations伽也e
effi拙 ofADH20n国民inogen蜘 .τhehigb. ri止ADH2encoded by ADH2 Arg a1lele凶ghtbe exposed to low，ぽdoseof 

ace飽ldehydefollowing heavy alcohol drinking for hoUl'S. Especia1lぁ individua1swi也bo也也eADH2 Arg a1lele and ALDH2 

Lys a1lele tend not to e可制四回al∞holflushing， and diminished泊旬田ityof the aversive flushing response has b田nfoundto

be positively as叩ciatedwi血血ilyal∞holconsumption 6). SU:町民tswho∞，nsumedal∞holic beverages組dcarried susc叩由le
genotypes 叫:>erienceda inα回sein由:kof developing colorec匂1adenomas， much higb.er白血也osewho were non-剖nkers

and did not cany susc叩由legenotyp白 ofADH2組 dALDH2.

百leADH2A屯a1lele凶.gb.t， under certain∞nditions， incre蹴也erisk for colo蹴匂lad償却'mas吻 m田:hanismsof也e

in旬ractionbetween genes and dr加kingbehavior. 0ぽ presentfindings伺npro吋deadditiona1 information about the role of 

al∞holon∞lorec飽1adenomas in Ja戸n.
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Table 1. Characteristics ofcases wi也colorectaladenomas and con仕ols
Cases (%) Con仕ols(%) 
(n=224) (n=230) Pキ

Sex 
Male 159 (71.0) 160 (69.6) 0.74 

Female 65 (29.0) 70 (30.4) 
Age (years) 
50・59 77 (34.4) 58 (25.2) 0.11 
60・69 116 (51.8) 135 (58.7) 
70-75 31 (13.8) 37 (16.1) 
Body mass index (kglm2) 
く20.0 27 (12.1) 29 (12.6) 0.06 
20.0・24.9 134 (59.8) 158 (68.7) 
25.0・ 63 (28.1) 43 (18.7) 
C駒 e仕esmoking (pack-years) 。 70 (31.2) 124 (53.9) 0.001 
1・20 38 (17.0) 38 (16.5) 
>20 116 (51.8) 68 (29.6) 
Drinking s旬旬S
Never 79 (35.3) 104 (45.2) 0.09 
Ever 145 (64.7) 126 (54.8) 
Moderate企inkers(く30m1/d) 83 (37.0) 71 (30.9) 
heavy drinkers (30m1/d-) 62 (27.7) 55ο3.9) 
Exercise 
Yes 140 (62.5) 134 (58.3) 0.36 
No 84 (37.5) 96 (41.7) 
M叫ti吋旬minconsumption 
Current 53 (23.7) 45 (19.6) 0.57 
Occasional 15 (6.7) 16 (6.9) 
Never 156 (69.6) 169 (73.5) 
F佃 ulyhistory of colorectal adenomas and c姐 cer
No 189 (84.4) 212 (92.2) 
Yes 35 (15.6) 18 (7.8) 0.01 
* Examined by t -test or Chi-square test. 
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匂PN恋思恩的成事祭

財団法人日中医学協会
2006年度共同研究等助成金一在留中国人研究者一報告書

2007年 3月 2 日

財団法人日中医学協会御中

貴財団より助成令を受領して行った研究テーマについて報告いたします。

添付資料:研究報告書 /~I 、主

中国人研究者名:一長野 一一一一一忌働

1 .助成金額 600，000 円

2.研究テーマ

小波一弘
指導責任者名: 職名:教授

所属機関名. ~~竺竺民主研究竺明竺平竺一
〒371-8511

所街地: 群馬県前橋市昭和町3-39-22

電話:
027-220-7962 内線:ダイヤルイン

カルシウム感受性ミオシンの構造と機能で分子生物学的アプローチー

3.成果の概要 (100字程度)

フィザルムという下等有核生物のミオシンはCa2+の結合によって活性に阻害を受
けるが、このミオシンのcDNAをクローニングして、発現蛋白質として得ることが
できました。このミオシンにはモーター活性があり、 Ca2+の阻害を受けることが
再現できた。

4.研究業績

(1)学会における発表 口無 ・回有(学会名・演題)

日本薬理学会:カルシウム感受性真性粘菌ミオシン11の発現と性質

(2)発表した論文 口無 ・回有(雑誌名・題名)

Regulatory mechanisms of striated muscle contraction. Calcium inhibition of Physarum myosin 
as examined by the recombinant heavy mero-myosin. pp.257-264， Springer Verlag， 2006 
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要 t:::. 
日

一日中医学掛会助成事業ー

カルシウム感受性ミオシンの構造と機能ー分子生物学的アプローチー

研究者氏名 張影

日本研究機関 群馬大学医学部臓器病態薬理学

指導責任者 小演一弘教授

共同研究者 川道穂津美，中村彰男，吉山伸司

Myosin 11 is one of the typical motor proteins and is classified as non-regulated， phosphorylatable 

and Ca-binding myosins. Physarum and scallop myosin 11 belongs to Ca-binding one. However， Ca2+ works 

as an inhibitor for Physarummyosin and as an activator for scallop myosin. This simii.arity in the subunits 

composition has raised the question of what subunit determines the inhibitory and stimulatory effects 

of Ca2+. Myosin II regulated by Ca-binding has not yet expressed as a recombinant protein. Here， we report 

the expression of physarum myosin 11 together with preliminary characterizations. 

Key Words motility assay， calcium， recombinant myosin IT， actin 

緒言

Plasmodia of Physarum polycephalum shows vigorous cytoplasmic streaming by changing direction every 

few minutes. This oscillatory streaming is regulated by Ca2+ and is thought to be driven by a conventional 

myosin. 1t has been known that the superprecipitation of actomyosin preparation or myosin B from the 

plasmodia to examine the effect of Ca2+. It superprecipi tated wi thout requiring Ca2+. When Ca2+ at 11M level 

was present， the superprecipitation was inhibited. This calcium inhibition was quite the opposite of 

the superprecipitation of actomyosin from vertebrate muscles， and we expected that the inhibitory mode 

could be involved in the plant cytoplasmic streaming. With the finding of the diverse classes of 

unconventional myosin such as myosin 1 and V in vertebrate muscles， the inhibitory mode was shown to 

play a role in cell motility in both animal and plant kingdoms. 1n this case the myosins have calmodulin 

(CaM) as the light chains and are regulated by interaction of Ca2+ wi th CaM， which exerts an inhibi tory 

effect on acti vi ty. Since of the findings of calcium inhibi tion in the plasmodia， efforts have been made 

to define the way in which Ca2+ regulates the actomyosin system， leading to the discovery that， while 

that Physarum myosin is the major si te of action of Ca2+， actin-linked regulation through actin-binding 

protein is invol ved in the inhibi tion. Further biochemical studies on the myosin-linked regulation showed 

that Ca2+ binding to the Ca-binding light chain (CaLC) inhibi ts the acti vi ty of Physarum myosin Similar 

to Physarum myosin， mollusk scallop myosin belongs to the myosin11 isoform family and the activity of 

scallop myosin is regulated by Ca2+ • However， the effect of Ca針。nthis myosin is in an opposite to the 
regulation of Physarum myosin; Ca2+ activates the activity. Because structure and function in relation 

to the regulation by Ca2+ are known better for scallop myosin than that of Physarum myosin. We adopted 

a strategy to compare the two myosins for a better understanding of Ca2+ regulation. As the first step 

to analyze how Ca2+ exerts a regulatory role on Physarum myosin through binding to CaLC， we tried to 

obtain recombinant myosin and heavy mero-myosin of Physarum myosin (田町). 

対象と方法

We used baculovirus expression system. 519 cells were infected with the virus constructs. 
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結果

(1) Ca2+ inhibited sl iding ve10ci ty of actin filaments propelled by recombinant full 1ength myosin II 

and 則Mof Physarum po1ycepha1um ，and as the concentration of ca1cium increased， the inhibition was 

stronger. But inhibition is stronger for fu11 1eQgth myosin II， suggesting L剛 maybeaffected the 

sensi ti vi ty of myosin for Ca2+. 

(2) The ve10city of actin fi1aments caused by phosphory1ated H1刷 washigher than unphosphory 1ated 1制M，

which agreed with the characters of Mg2+ーATPaseacti vi ty of myosin II before. 

(3) Ca1cium cou1d not impact the sliding ve10ci ty of actin fi1aments by mutant recombinant myosin II (i t 

1acks ca1cium binding ci te)， suggesting that Ca2+ regu1ated the function of physarUJ]] myosin by binding 

wi th Ca2+-binding light chain (CaLC). 

1. The effect of ca1cium on the sliding ve10city of actin-fi1aments on a glass surface coated with 

unphosphory1ated physarum myosin. 
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2. The effect of ca1cium on the sliding ve10city of actin-fi1aments on a glass surface coated with 

unphosphory1ated and phosphorya1ted 1制M.
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3. The effect of calcium on the movement of actin filaments on the mutant full length myosin-coated 

glass surface. 
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4. The effect of calcium on the sliding velocity of actin-filaments on a glass surface coated with mutant 
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考察

To understand regulation of myosin II isoforms by Ca2+ comprehensively， i. e.， including both activation 

and inhibi tion modes， we have expressed the hybrid肌M，it is consisted of physarum heavy chain， physarum 

regulatory light chain and scallop essential light chain， expecting the functional hybrid 剛M.But we 

found that scallop essential light chain could not bind to physarum heavy chain. 
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SDS-PAGE of purification steps of recombinant myosin of Physarum polycephalum 
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3.成果の概要(1∞字程度)
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一日中医学協会助成事業一

絶食マウスにおけるリンパ球の性状及び機能の経時的解析
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任宏偉，富山智香子，神田泰洋，飯合恒夫

低栄養状態は従来より、免疫機構に不利になると考えられてきた。しかし、我々は低蛋白食を与えたマ

ウスは移植された腫蕩を拒絶すること、およびマラリア感染に抵抗性を持つことを報告している。そこで、

短期絶食における免疫機構への影響を調べた。材料と方法:成体C57BL/6マウスに飼料のみを与えず、飲水

については自由とし、絶食モデ、ノレを作成した。絶食後 1，2， 3日後に、肝、牌、胸腺、小腸から常法にて単

核球を分離し、各臓器より分離した単核球をフローサイトメトリーにて細胞表面抗原の解析を行った。細胞

傷害活性を測定するために、 4時間 51Cr遊離試験を行った。標的細胞はYac-1及びB6胸腺細胞を用いた。

また、絶食マウスにおける細胞内サイトカイン染色を行い、フローサイトメトリーで、解析を行った。結果と

考察:全単核球数について、絶食期聞が長くなる毎に明らかな減少を認めた。フローサイトメトリーによる

細胞表面抗原の解析では、肝臓のCD3i吋L-2Rs+細胞が増加し、その中でもαsTCR+NKT細胞の割合が顕著であ

った。小腸では CD8αぜB220+y8TCR+細胞の割合の増加が認められた。細胞内サイトカインの解析については

肝及び牌臓NK、NKT細胞は絶食1日目で IFN-y及びIL-4が増加したものの、 2、3日目では低下した。さら

に、細胞傷害活性試験においては、肝のみ絶食 1日目で活性が最大となり、 2、3日目では減少した。以上

の結果より、一時的な低栄養状態では免疫能の低下ではなく、逆に増強していることが示唆された。

Key Words 絶食，肝臓，細胞表面抗原，細胞傷害活性，自然免疫

緒言

栄養状態は生体防御機構である免疫機能に大きく影響を及ぼしていることが知られているが、摂取する

食物の量や質、あるいは栄養状態によって免疫機能が強く影響を受けることが明らかになってきた。従来よ

り、低栄養状態(栄養失調状態)になると、免疫力が低下し、基礎疾患などがさらに症状を悪化させるとい

う悪循環に陥る可能性が出てくると考えられてきた。

しかし、筆者らの研究室はマウスに低蛋白食含有の餌を与え、腫蕩にの抵抗性及び、マラリア感染防御に対

する影響ということを報告している 1)引。低蛋白ダイエットにより、胸腺萎縮が誘導されてメインストリー

ムのT細胞が抑制され、逆に肝臓における自然免疫を活性化することが明らかとなった。その結果、低蛋白

ダイエットにより、移植された腫蕩を拒絶した。そして、非致死性のみならず致死性のマラリア感染に抵抗

性を獲得した。 NK、NKT細胞の機能が増強し、自然免疫を増強したの -9)。

そこで、本研究では、短期絶食におけるマウスリンパ球の phenotypeと機能の点を中心に解析して、免疫

機構への影響を調べた。

材料と方法

1、マウス
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8-----12週齢の C57BLl6(B6)を用いた。上記マウスは新潟大学動物実験施設にて SPF環境で飼育されたも

のである。

2、絶食モデノレの作成

マウスに飼料のみを与えず、飲水については自由とし、絶食モデ、ルを作成した。

3、単核球の調製

絶食後 1，2， 3日後に、定法にて肝臓、牌臓、胸腺、および小腸上皮より単核球の分離を行った肌 11)。

マウス胸腺、肝臓と牌臓を細切後、 200ゲージのステンレスメッシュを通し、 Eagle's MEM( Nissui 

Pharmaceutical Co.， To匂0，Japan)で洗浄後、胸腺の単核球を分離した。牌臓は 0.2対NaClで溶血させ、単核球

を分離した。肝臓は 35%percollで比重遠心した後、 o.83%NH4CL-Tris buffer(ph7. 6)で溶血させ、単核球を分
離した。

小腸は PBSで腸管内容物を洗い.出し、パイエノレ板を切除した。その後、腸管を長軸方向に切開し、約1.5

センチの長さに裁断しながら、 20mlのskating-water(Ca2+-and Mg2七仕eeDulbecco's PBS containing 5 mM  

EDTA)の中に移し、分間培養した。液体が白濁しているのを確認した後、腸管を除けながら、上清を取り出

した。 25分間40 % 8 0 %percollで勾配遠心した後、 interfaceを採取した。 MEMで洗浄後、単核球を分

離した。

4、フローサイトメトリーによる解析

マウスより分離した単核球を抗マウスモノクロ一ナノレ抗体で二重及び三重染色し、フローサイトメトリー

を用いて解析を行った ω。

Fluorescein isothiocyanate (FITC)， phycoery-thrin(PE)及び、biotin標識された以下の抗マウスモノクロ一ナノレ

抗体を使用した。 FITC-conjugatedanti-CD3 (145-2Cll)， anti-CD8α(53-6. 7)， PE-conjugated anti-NK1. 1 

(PK136)， anti-IL-2Rs (TM-sl)， anti-CD45R1B220 (RA3-6B2)， anti-CD4 (PM4-5)， anti-CD8s (53-5. 8)， 

biotin-conjugated anti-TCRαs (H57-597)， anti-TCRy8 (GL3) mAbs (BD PharMingen Co.， San Diego， CA)を使

用した。

5、細胞内サイトカインの解析

絶食マウスにおける細胞内サイトカイン IFN寸及ひ、 IL-4の染色を行い、フローサイトメトリーで解析を

行った。実験前2時間、 ConA(Sigma，USA)を刺激物と

して、i.v.で、200μglmouse投与した。

6、51Cr遊離法による細胞傷害活性解析

常法にて 4時間 51Cr遊離試験を行った l九標的細胞

はYAC-l及びB6胸腺細胞を用いた。 Effector細胞に

は肝臓、牌臓から得た単核球細胞を用いた。

結果

1、絶食後各臓器の単核球数の変化

絶食後 1，2， 3日目、全単核球数について、対照群

と比べ、絶食期聞が長くなる毎に有意に減少を認めた

(図 1)。肝臓、牌臓、小腸は絶食後 3日目で全単核球

数が約対照群の四分のーに減少したが、胸腺は約八分

のーに減少した。 (n=4，pく0.05)

2、細胞表面抗原の解析

絶食後マウスの NKT細胞の変化を比べるために、対
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図1.各臓器の単核球数を示す。

象群と絶食群マウス肝及び牌単核球を、抗CD3及びIL-2Rs，CD3及びNK1.1の二重染色で、解析を行った(図
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2)。肝の胸腺外分化 T細胞は IL-2Rs+CD3int細胞として同定できる。 IL-2Rs+CD3ーは NK細胞であり、

IL-2Rs-CD3
hゆ細胞が胸腺由来T細胞である ω。 Control Dayl Day2 Day3 

NK細胞及び胸腺外分化T細胞は肝に豊富に I p. u・~ lZ.51 111.111 2u.ll -11l.~ ι，U 1 ~5.司 44.11 

存在するが、牌に少ない。対照群と比べ、絶 Liver1ふし/l ~__.:.I:.~'4/ 1 J ..".I.，..A.，/i L~肘メ/つ
食群マウスの肝臓の IL-2Rs+CD3附細胞及び |逼議28.31醤議払川審議20.51 躍薩17.71
NKT細胞の比率は絶食期聞が長くなる毎に IL-2郎副・ d・W 州 1・・...--，1' --i1' 

. -14.51 5.11 1Z.4 1 5.4 1 -12.11 5、，91 12.21 6.71 
増加した。牌臓の IL-2Rs+CD3

lst細胞は顕著 1>1.1 J・l λ>1 1 _，1 11 J 
_， -~ Spleenl仏い./1~:，f." 出_/ 1 ~ ~.J，.，;，:./ 1 1必L品/つ

な変化が認めなかったが、増加傾向を不して 11・(' 1 J料給イ 1 J利金イ 1 I~停i愈{"I
l・・Q晴10¥26.51 泊 :竃 31.61 温 ・_35.31 調盤晴 '36.41いる。 I・1J;甲ケ::J... …t:・F…，て一帯?"， ET軍四件l

続いて、 CD3+asTCR細胞を確認するため

に、抗CD3及びB220、ゆTCR及びy8TCR

の二重染色で解析を行った(図 3)。その結果、

'.51 1I.21 車U.1Il 1ヲ.1.1 -11~81 """3IAl l6割 42.31

Liver 1 J~J.;_.. I〓1.:.:A 1品 LdliZluA|

:ilFIk，31.41ー盛，ι;長1_藩司糊・4溢18.41
絶食群マウスは対照群と比べ、肝、牌共に経 NKC1 ..， ，，， ---.. --.，竺

時的に CD3+α日TCR細胞の比率が明らかに増
Spleen 

加した。

小腸のリンパ球の phenotypeも、絶食の前

11..1S1 I.UI 11.." 1 1.1.1 11..1.1 1.71 

1導主・， I l'夕刊 |到達二一I
;治 36.11.-t-:.39.91幽溢'42.11
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後で検索した(図4)。この検討の結果では、 図2.肝臓、牌臓の単核球をCD3、IL-2Rs及びNK1.1によ
り二重染色で解析を行っ? 図中の数値は各サブセットの

B細胞 (B220+CD3int) (48.3%→50.7%→57.5%比率を示す。 。

→62.8%)、y8TCR+ゅTCK細胞 (42.4%→51.9%→53.7%→55.6%)、CD8+CD4-細胞 (78.4%→83.9%→

86.7%→90.1%)、CD8αα細胞 (56.8%→62.1%→68.1%→77.4%)の比率が絶食期間が長くなる毎に増加

した。

各臓器の各分画細胞は絶食に対抗能力を比
Control • Davl ~DaY2 

事 1 ，~1 0.61 J=iQ._ll--o.2:1 J1-J.(j_ -0.31 _持f

べるために、各臓器の各分画の絶対数を計算 Liver 11:釘，，: 1 i姦;1: 1 i~三・_' _J 去
|よ~_;J.::~;，ー」ー糾云-'一一I J謝討ァ一一i志話量制

した。総単核球は著明な減少を認めたが、肝 'J(河帥苧Jj，ゾ~':.1.1 .3，1. J的措$1.J.1
8220 
5:21 -----o:6l -159.71 1.61 -157.71 1.11 15~.61 0.8 

Spleen 1関:_j哲三」ょ:戸1
一一一務漣ムJ J51 嘩 ~~.41 j翠~;l遜41.8

CD3 

内CD3lst及びNKT細胞絶対数の減少は緩やか

で、あった(datanot shown)。

3、細胞内サイトカインの解析

細胞内サイトカインの解析については肝臓 山1.51 0.01 :12.11 0.11 J2引 O.iI :1 2.51 o.明

NK、NKT細胞は絶食 l日目で聞寸及びIL-4Liver Iが1 1 i，~(1 |彩1. Iが1， 1 
が増加したものの、 2、 3 日目では減少を認めt~ 1踏峰 |踏峰 4031.\札同!持母~，

白 ylìTci~

(抑制dom)。 spleen|羽 0.11~1 0JíUiil，~ 
片面譲逼30，11:櫨:}醤 1 :露国語司童画証平司

(図 5)。牌臓は肝臓と同様な変化であった

4、絶食マウス肝臓及び牌臓リンパ球の NK細 司士一\守川J，~:r.-:I， ~・~・~， '，~:I;. ~I".d 
αI3TCR 

胞傷害活性の変化 図3、肝臓、牌臓の単核球をCD3，B220，αsTCR及び

y8TCRにより二重染色を解析した。図中の数値は各サ
絶食マウス NK細胞傷害活性の変化について、 『

プセットの比率を示す。

YAC-l及びB6マウス胸腺細胞を標的細胞として、絶食後 l、2、3日目で、肝臓及び牌臓リンパ球の NK

細胞傷害活性を測定して、 NK細胞比率あたりの細胞傷害活性を解析した(図 6)。肝臓では絶食 1日目で

YAC-1 (図 6A)及びB6胸腺細胞(図 6B)にて、細胞傷害活性が最大となり、 2、3日目では徐々に低下し

た。一方、牌臓では、 YAC-l及びB6マウス胸腺細胞に対する細胞傷害活性が絶食の前後で著明な差を認め

なかった。
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考察

今回の研究は、絶食マウスのリンパ球による性

質と機能の変化について解析した。対照組より、

短期絶食マウス肝内NK細胞は、強い細胞傷害活

性を有することが明らかになった。絶食により、

胸腺の萎縮と、胸腺外分化T細胞である IL-2Rs+

CD3int細胞 15)の増加がみられたことから、自然

免疫系が活性化されたことによると考えられる。

われわれは、以前の研究において、ストレスが

自然免疫系を活性化させ、逆に獲得免疫系の働き

を弱めることを報告してきた 16)，17)。本研究により、

絶食マウスも、このストレス反応に似た反応を示す

ことがわかった。ストレスは胸腺の萎縮を誘導し、

通常のT細胞の分化を抑制し、獲得免疫系を不活

性化し、逆に自然免疫系を活性化する 18)。ただし、

24時間の短期絶食は自然免疫を担う NK、NKT細

胞の機能増強を誘導し、自然免疫系を活性化させ

るとはいえ、それ以上になると細胞数、機能とも

低下することが明らかとなった。

従来、絶食は免疫応答低下を引き起こすといわれてきたが、本研究により、絶食時間によっては免疫応答

の中でも自然免疫を増強しうることが示唆された。今後、自然免疫を増強する因子及び粘膜免疫を担う小腸

のCD8αぱB220+y8TCR+細胞についても検討する予定である。
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図5.肝臓細胞内内サイトカインの解析を行った。図 図6.肝臓及び牌臓内単核球をエフェクターとした。

内の数値は各分画細胞のサイトカインの比率を示す。 標的細胞は (A)YAC-l (B) B6胸腺細胞を用いた。
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Abstract 
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二分脊椎モデルにおける運動神経細胞の分化異常の解明

研究者氏名

中国所属機関

日本研究機関

指導責任者

共同研究者

王敏

泰山医学院

愛媛大学医学部解剖学発生学分野

教授松田正司

機木勝巳、藤原隆、絹谷政江

Spina bifida apぽ包(SBA)is a congenital malfonnation of sp泊alcord with compli回.tionssuch as spinal a臨 iaand 

bowel and bladdぽ dysfunctions.our group has developed a post-hatc凶19chick model wi血回rgi叫~inducedSBA 

show泊gspinal a協 ia In也ismodel moωIr n四ronsin the n回ra1ωbewere obsぽvedby immunohistochemical 

血iningwith the monoc1onal antibody砲血stIslet-l as a m批 .erof motor n問。ns. In血isstudy the delay in 

migr説onand maturation of motor neurons were obsぽvedin SBA. Although the final numb回 ofIslet-l positive 

neurons in也esetwo groups were not di島rent，the defect in the production and elin由ationof excess motor n開rons

h也ese悶'lydevelopmental s旬gesmay be due to the pa血ologil叫 mech祖国ofthe moωr∞mplica証onsin帥
disease. 

Key word sp泊ab出da叩ぽ民chick，moωrn叩ron，Islet-l， moめrcomplil国.tion

緒言

二分脊椎症は、ヒトでは発生約第4週における神経管の閉鎖不全によって生じる非致死性脊髄先天性

奇形の一つである(白押etall990)。二分脊椎症では、脊髄奇形以外にも下肢の麻捧や変形を原因とする

歩行障害やその他の身体障害が出生後に顕在化することが知られている。特に、歩行は通常の社会生活

を送る上で重要な機能の一つであるが、二分脊椎症愚者ではその歩行機能を維持するためだけでも、出

生後成人するまでの聞に数回の外科的処置を施す必要がある為、二分脊椎症患者の負担となっている。

Adzickらによって胎児の奇形脊髄の整復により二分脊椎症に関連した運動機能障害が改善される可能

性がヒツジモデル動物を用いた実験で示され、 1990年の後半から米国において二分脊椎症の胎児に対し

て子宮内整復術が行われ始めた。近年になってその手術による効果の検証が始まったが(Bann蜘，2000)、

この手術が必ずしも当初想定していた「身体障害の顕在化を抑制するJという効果をもたらさないこと

が次第に明り記されつつある。これらの事実舘畠から糊リできるように、二分新躍に併発する身倒寧害

倒青態は十分に角明月されているとは罰J事晶、

これまでに二分新自主¢病樹新のために多くのモ内観脚滑られている拭これらのモデルではヒト二分脊

椎鹿患者と異なり致泊句な経過をたどることが多くの例で見られる。さらに生存した場合であっても、異常を示さ

な場合もあるという。 i昨、蜘inokiら比二足歩行という特性をもっ麟期設用いて歩伺轄を示村内勘

物を僧或し、このモ持噸物倒乾時操~;j]日え、「二分脊椎症の胎児では脊髄発生の初期に神経管閉鎖不全が

見られることJ及び「閉鎖した神経管内で形成される分拡型シグナノレタンパク質の濃度勾配が脊勝中経

細胞の分化に必須であるJことから、身体障害を引き起こす原因となる神経発生異常が脊髄の初期発生

期に二分脊椎胎児で起こっている、との仮説を提示した。そこで、この研究グループの一員である私は

この仮説、すなわち二分脊椎の神経発生異常はすでに初期発生時から起こっていることを明らかにする

ために、このニワトリモデノレにおける奇形領域の運動神経細胞の発生機序を運動持経マーカーであり、ホ

メオボックス転写融目因子であるIslet-l抗体を用いて明ら糾こし、三分脊樹主の脊髄同3ける運動持樹棚包の

発生動態を考察しt~
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対象と方法

二分脊椎庄の作成:白色レグホンの有精卵を39.5度で約72時間インキュベートして得たHamburgerand 

Hamil ton (1992)のstage18-19に相当するニワトリ腔に以下の縦木らの方法に従しサト科的処置を施し二

分脊椎ニワトリ腔を作製した。実体顕微鏡下に卵殻と羊膜を開け、自作のナイフを使用して脊髄背側の

蓋板を第6胸椎から尾側に向かい7体節分切開した。

免疫組織化学と細胞数の解析:各ステージに達したニワトリ匹の第2-4腰椎を切り出し輔パラフオ

ノレムアルデヒドと 0.2覧グノレタノレアルデヒドを含む0.1Mリン酸緩種誠(pH7.4)を用い固定、 15Jlmの凍結

切片を作成し免疫染色を行った。 l次抗体には抗Islet-1抗体を用い、 2次抗体にはピオチン化抗マウス

抗体を用いABCキット(ベクタスライン血C，ベクタ)を用いジアミノベンチジンにより呈色を行いメチ

ノレ緑により核染色aを行った。 Islet-1陽性細胞数を第3腰髄節相当の領域の切片3枚毎に数えた。データ

は平均値=喉準誤差で示し、群間差は分散分析の後にBonferroniの多重比較法を用いた。

結果

運動神経の発生状態により各ステージを 5日まで、 6日まで、及び7日以降の3時期に分けて記載す

るとともに、全時期のIslet-1陽性ニューロン数の変化を検討した。

運動神経の発生初期(4、5日齢脳:この時期までに正制学の脊髄では上衣層と外套層の境界が明瞭と

なり、両層とも紡錘形をした細胞が密となって存在する。一方、二分脊椎群では、上衣層と外套層の境

界は正常群と同様、明瞭であり、両層には紡錘形の細胞が多数存在するが、外套層では細胞間隙が大き

く脊髄全体が比較的幼弱な印象を受ける (Fig.2c， d)。後根神経節は二分脊髄群でも正常群のそれと遜色

なく発生するが脊髄の変形に伴って脊髄前角よりもさらに腹側に位置している(Fig.2c， g)。両群ともに

前角と後根神経節にはIslet-1陽性細胞が多く見られるが、後角や中間帯には陽性反応が無い。前角の

位置は両群とも腹外側部にあるが正常群の前角は境界が明瞭であるが (Fig.2b， f)二分脊椎群では変形

し、その境界も明瞭でない(Fig.2d， h)。上衣層から前角領域に移動中のIslet-1陽性細胞は4日齢脹で

両群とも神経管側に多数認められる(Fig.2b， f) 0 5日になると正常群の上衣層と前角領域間の陽性細胞

数は減少する(Fig.2f)が、二分脊椎群では神経管付近からの遊走が続く (Fig.2h)。その結果、正常では

前角領域の Islet-1陽性細胞は比較的均一な染色像を示し整然と並んでいる(Fig.2f)が二分脊椎群では

前角領域の細胞シグナノレの濃さも不均一で細胞の方向も不規則な状態を示すことになる(Fig.2h)。

運動神経の発生中期 (5.5、6日): 5.5日には正常群では上衣層と前角聞の移動細胞はかなり少数とな

る(Fig.3b)が二分脊椎ではより多くの細胞移動が続く (Fig.3d)。この時期二分脊椎では個体により像が

多少異なるが、前角は二種類の細胞集団に区分されることが多い。すなわち外側に強いシグナルを示す

Islet-1陽性細胞が、内側には比較的弱いシグナノレを示す細胞が位置している(Fig.3d)。一方6日になる

と両群ともに移動細胞は少なくなり、閉じような像を呈する。そして両群とも前角の運動神経は外側の

Islet-1陰性ニューロンと内側のIslet-1陽性ニューロンとに分かれ、その境界は明瞭である(Fig.3f， h)。

運動神経の発生後期 (7，8， 9日): 7日になると前角が発達し正常では外側に(Fig.4a， b)、二分脊椎

では腹側に前角が張り出してくる(Fig.4c， d)。前角の内部も内側に Islet-1陽性細胞が集合し、正常で

はその外側に(Fig.4b)、二分耕佐では腹側にIslet-1陰性細胞が集合する(Fig.4心。

9日になると、正常ではIslet-1陽|主細胞はほとんど見られなくなり (Fig.4f)、二分脊椎では背側に少

数の Islet-1陽性細胞が認められるのみとなる(Fig.4h)。その代わりに細胞質が Islet-1弱陽性である

運動ニューロンが前角を占めるようになる。同時に9日以降の運動ニューロンはIslet-1では追跡出来

ないことも判明した。

全時期の Islet-l陽性ニューロン数の変化:正常ではIslet-1陽性ニューロンは初期に増加し5

日にピークに達し、その後減砂、する(Mel仕Iingetall卯'3)0一方、二分脊椎ではこのようなピークは認められ

ず、緩やかな減少を続けていく (Fig.5)。発生初期と8日を見ると両群にはほとんど違いが無いように見
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えるが、5日前後における正常脊髄での急激なIslet-l陽性ニューロンの増減は重要な所見である(Fig.5)。

考察

本研究において正常群の Islet-l陽性細胞数は→品性に増加し、その後、徐々に減沙していったが、

二分脊椎群ではこのような一過性の細胞数の増加が見られずに減少していった。通常、正常発生目玉の神

経系の発生では細胞の過剰増殖とそれに続くアポトーシスによって標的を支阻できない細胞が排除され

ることが知られている。このような発生過程がどの程度神経回路網の構築に寄与しているかは、不明な

点が多u、しかし、本研究で明らかになった正常群と二分脊椎群との聞でみられた神経細胞動態の違い
は、 Mominokiら (2006)が提示している二分脊椎症状態を呈する脊髄領域において神経細胞の初期発生

異常が起こり、これが樹子障害の原因となるという仮説を支持している結果であると思われる。

近年、脊髄神経細胞、特に運動神経細胞に関する神経細胞種の決定化プロセスについて数多くの知見

が蓄積されつつある。その一つにLimホメオボックス遺伝子群を中心に運蹴申経細胞の特性獲得や特異

的な軸索伸損畠程等のプロセスが明らかにされ、現在では、これらの遺伝子発現産物を追跡することに

より運動神経細胞における特定の細胞集団そのものの同定やその分化プロセスを把握することが可能と

なっている。すなわち、ニワトリ腔の腰髄の運餅申経細胞は、体幹骨格筋群を支配する運動神経細胞で

構成された内側運動神経柱側C)と四肢の骨格筋を支配する運動神経細胞で構成された外側l運動神経柱

(凶C)に区分される。さらにl.MCは背側の骨格筋を支配する神脳田胞で構成された外頓.lJL舵(凶Cl)と

腹側の骨格筋を支配する神経細胞で構成された内側凶(凶白1)に区分される。これらはLimホメオボッ

クス遺伝子産物を追跡することによって区分できる。

これまでに、正常発生したニワトリ屈の腰髄部での運動神経細胞数の変化について詳細に報告されて

いる。腰剖静髄の神経前駆細胞は本研究で手術を行ったSt18-19に作られ、約95似上の運動神経前脳咽

胞が St25但4.5)までに作られる。一方、細胞排除樹誇であるアポトーシスは St25-27(E5-5. 5)頃か

ら腰部脊髄領域で始まり、 St29-30包6)でピークを迎え、 St38(E12)までに終息するという。したが

って、正常発生旺の腰髄の運蹴申経細胞は E5.5-E6まで細胞数が増加し、細胞数のピークを迎え、その

後、減少に転じ、 E12以降一定数を維持することが報告されている。

今後、本研究で用いた二分脊椎症モデノレ動物における脊髄神経細胞、特に運動神経細胞の正確な動態

を数種類のLimホメオボックス転写調節因子を組み合わせて追跡し、二分脊椎症に関連した各種身体障

害の発生メカニズムを解明する研究を行いたいと考えている。
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財団法人日中医学協会
2006年度共同研究等助成金一在留中国人研究者一報告書

2007 年 3月 iO日

財団法人日中医学協会御中

貴財団より助成金を受領して行った研究テーマについて報告いたします。

添付資料:研究報告書

一⑮

1 .助成金額

2.研究テーマ

中国人研究者名: 闘病娼

600，000 円

指導責任者名: 堀内正嗣 職名: 教授

所属機関名: 愛媛大学分子心血管生物・薬理学

平 791-0265

所在地:二 …票持持j開票111

電話:-J竺翌?-5249 内線:………

血管平滑筋細胞におけるアンジオテンシンIIとアルドステロンのクロストークによる血管老化の促進作用についての検討

3.成果の概要(100字程度)

血管平滑筋細胞はアンジオテンシンIIで連日刺激すると老化細胞が増加し、分

泌されるアルドステロンも老化に影響していた。またそれぞれ単独で影響し

ない低濃度のアンジオテンシンIIとアノレドステロンは併用により相乗的に老化

を促進した。血管の老化に両者のクロストークの関与が示唆された。

4.研究業績

(1)学会における発表 口無 ・回有(学会名・演題)

学会名:The 21 st Scientific Meeting of the International Society of Hypertension 
演題名:“SYNERGISTICINDUCTION OF VASCULAR SMOOTH MUSCLE CELL 

SENESCENCE BY ALDOSTERONE AND ANGIOTENSIN 11" 

(2)発表した論文 回無 ・口有(雑誌名・題名)

現在CardiovascularResearch に論文投稿、 Revise中
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一日中医学協会助成事業一

血管平滑筋細胞におけるアンジオテンシン 11とアルドステロンのクロスト
ークによる血管老化の促進作用についての検討

要旨

研究者氏名

日本研究機関

指導責任者

共同研究者

関新婿

愛媛大学分子心血管生物・薬理学

教授堀内正嗣

岩井持，茂木正樹

レニン・アンジオテンシン・アルドステロン系(RAS)の血管老化与える影響について検討した。ラットの胸部大動脈

より調整した血管平滑筋細胞を用い、老化関連Bガラクトシダーゼ染色にて細胞老化を評価し、細胞内シグナル

の発現についてウエスタンブロットで検討した。酸化ストレスについては dihydroethidiumによるスーパーオキシドア

ニオンの産生で評価した。Ang11 (10-7 M)連日刺激5日後より、老化 VSMCが増強した。老化細胞は選択的AT1

受容体ブロッカー(ARB)のパルサルタンの投与により減少したが、ミネラルコルチコイド措抗薬のスピロノラクトン処

置でも軽度減少した。 Ang11刺激により VSMCから Aldo分泌も認め、Aldo単独でも老化が促進された。このメ'カニ

ズムには lくi-ras2Aの増加や酸化ストレスの増強が関与していた。さらに、それぞれ単独の遣度で影響しない低濃

度の Ang11 (10-9 M)と Aldo(10-12 M)の両者の併用で、老化特異的染色細胞数の有意な増加が認められ、

Ki-ras2Aの発現や酸化ストレス、 NADPHオキシダーゼ活性の相乗的な増加が認められた。以上から血管老化に

RASの相互作用が関与していることが示唆された。

Key Words アンジオテンシン II，アノレドステロン，血管平滑筋細胞，老化，酸化ストレス

緒言

近年、レニン・アンジオテンシン・アルドステロン系(RAS)は血管の老化に影響を与え、動脈硬化の発症に深く関

与するとことが示唆されている。 我々はこれまでにアルドステロン(Aldo)とアンジオテンシン(Ang)IIが血管平滑

筋細胞(VSMC)の増殖において相乗的に関与しあっていることを報告した。このメカニズムに Rasファミリーの一つ

である Ki-ras2Aの増加が関連しており、 Ki-ras2Aは老化にも影響することから、AldoとAng11がVSMCの血管の

老化にも影響しているのではと考えた。そこで、VSMCの老化における AldoとAng11の相互作用について検討し

た。

対照と方法

Sprague-Dawleyラットの胸部大動脈より調整した血管平滑筋細胞を用い、細砲の老化は、老化関連8ガラクトシ

ダーゼ (SA-s-gal)染色を行い評価し、 p53、p21、p16、p27などのサイクリン依存性キナーゼ(CDKI)の発現の増

大や増殖シグナルに対する反応性の低下なども老化の指標として検討した。また細胞内シグナルの発現について

はウエスタンプロットで検討し、より詳しい検討には siRNAによる遺伝子ノックダウン法も用いた。酸化ストレスにつ

いては dihydroethidiumによるスーパーオキシドアニオンの産生で評価した。

結果

VSMCは連日のAng11 (10・7M)刺激により細胞数は初めの5日聞は増加を認めたが、その後はプラトーとなり、

SA-s-gal染色の陽性細胞数の割合は Ang11刺激5日後より増強した(図1参照)。これらの老化の指標は選択的
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AT1受容体ブロッカー(ARB)のパルサルタンの投与によりほぼ完全に抑制されたが、ミネラルコルチコイド措抗薬

のスピロノラクトン処置でも部分的に抑制された。また、老化特異的染色細胞が増加するのに伴って、 CDKIの発現

の増加や増殖因子刺激による反応性の低下も同様に認められた。スピロノラクトン処置により VSMCの老化細胞

数が部分的に抑制されたことから、 Aldoの関与も示唆されたため、Ang11刺激により VSMCからの Aldo分泌につ

いて検討したところ、Aldoが時間依存的に増加し、 VSMCからアルドステロンが分泌されていることがわかった。そ

こでVSMCに分泌濃度の Aldoを単独で投与したところやはり老化が促進された。このことから、Ang11 (10-7 M)刺

激により、Ang11だけでなく、分泌される Aldoによっても VSMCの老化が相加的に促進されることが示唆された。こ

の詳しいメカニズムについて検討すると、Ang11又は Aldo刺激により Ki-ras2Aの発現は時間依存的に増加し、

Ki-ras2A-siRNAを用いて Ki-ras2A遺伝子をノックダウンするとAngII刺激による老化の指標は有意に抑制された

ことから Ki-ras2Aタンパクの増加の影響が考えられた。また、Ang11又は Aldo刺激により酸化ストレスや NADPH

オキシダーゼ活性の増加を認めたことから、抗酸化剤であるスーパーオキシドヂスムターゼ(SOO)や Nーアセチル

システイン(NAC)、Rotenone、Antimycin-Aを添加したところ、老化特異的染色細胞数とKi-ras2Aの発現の部分的

な減弱が認められた。

さらに、それぞれ単独の濃度では、頻回刺激しても細胞老化は来たさない低濃度の Ang11 (10・9M)とAldo(10・12

M)の両者を同時に添加して VSMCを刺激したところ、老化特異的染色細胞数の有意な増加が認められた(図2参

照)。また、 CDKIの発現の増加や増殖因子刺激による反応性の低下も同様に認められた。そのメカニズムにうい

て検討したところ、lくj-ras2Aの発現や酸化ストレス、 NAOPHオキシダーゼ活性においても相乗的な増加が認めら

れた。

考察

以上より RASによるVSMCの老化促進のメカニズムには、AT1受容体を介した Kj-ras2Aの発現の上昇や酸化ス

トレスの冗進が関与しており、分泌される Aldoも関与していることが示唆された。さらに老化に影響しない Ang11と

Aldoでも両者が共存することで、低濃度であっても相乗的に老化を促進する可能性が考えられた。故に Ang11と

Aldoの効果的な抑制は血管の老化の予防に重要であると考えられた。今後、増殖因子である RASがなぜ老化を

誘導するのかについて lくj-ras2Aの下流である ERKやその他の MAPキナーゼ系に注目して検討を行っていく予定

である。また、アンジオテンシン受容体(AT1、AT2受容体)からのシグナルと血管老化についての詳しい検討もノッ

クアウトマウスから調整した VSMむを用いて検討する予定である。

参考文献

Aldosterone and Angiotensin II Synergistically Induce Mi togenic Response in Vascu1ar Smooth Muscle 

Ce11s. Min LJ. Mogi M. Li JM. Iwanami J. Iwai M. Horiuchi M. 
Circ Res. 97:434-442 (2005) 

注:本研究は WThe21st Scientific Meeting of the International Society of HypertensionJ 

ならびに W60thAnnua1 Fall Conference and Scientific Sessions of the Counci1 for High 

B100d Pressure Research in association wi th the Council on the Kidney in 

Cardiovascu1ar DiseaseJ 

にて、ポスター発表された。

また、現在 WCardiovascu1arResearchjに論文投稿中である。

作成田:2007年 3月 10日
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1 .助成金額 60 万 円

2.研究テーマ

ラット脳梗塞モデルの脳障害に果たす活性酸素の役割生体イメージングによる病態解析

3.成果の概要(100字程度)

1.イメージングに適する4血管閉塞による前脳虚血モデルの作成するととを成功した。 2.レー
ザードップラ一法で、 4血管閉塞によリ大脳皮質脳血流の経時変化の測定も成功た。 3.M仁BL
(multicell bolus loading)法で色素をラットの脳表ある部位にinvivoロードするととが成功し
た。 4.Closedcranial window作成法も確立した。 5.上記のモデルを用い、活性酸素産生の指標
となる蛍光色素による生体内蛍光イメージングを行い活性酸素の産生を可視化するとともでき
た。 6.脳血流低下の程度、活性酸素の発生量および時間経過を検討するとともできた。

4.研究業績

(1)学会における発表 口無 ・回有(学会名・演題)

1.生体内カルシウムイメージングにより観察したラット一過性前脳虚血後の脳内カル
シウム反応は海馬仁A1領域と大脳皮質で異なる.山本清二、王勇、茨木京子、宮川厚
夫、棲井孝司、寺川進.第29回日本神経科学大会.2006年7月21日(京都)
2.ラット一過'性前脳虚血によるinsituカルシウム反応からみた海馬仁川領域と仁A3領
域の差異.山本清二、王勇、棲井孝司、寺川進.第18固に本能循環代謝学会総会.
2006年11月10日(東京)

(2)発表した論文 口無 ・回有(雑誌名・題名)
1. T.Sakurai， S. Yamamoto， A. Miyakawa， T.O. Yoshida， E. Kohno， R. Tsuchiya-Susuki， Y. Wang， H. Hirukawa， S. Terakawa. Fiber-
coupled confocal microscope (FCM) for real time imaging of cellular signals in vivo. Proc SPIE.ω88:31・36，2006.

2. Yong Wang， Seiji Yamarnoto， Kyoko Ibaraki， Atsuo Miyakawa， Takashi Sakurai and Susumu Terakawa. Free radical 
production in rat ischemic brain measured by intravital f1uorescence imaging. Neurotrama Research. 17:2牛28，2005.

3. Kyoko Ibaraki， Seiji Yamamoto， Yong Wang， and Susumu Terakawa. Morphological changes of hippocampal neurons in 
AMPA (alpha-amino-3・hydroxy-5・methyl-4-isoxazolepropionic acid) -mediated excitotoxicity. Neurotrama Research. 
17:29・33，2005.
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一日中医学協会助成事業ー

ラット脳梗塞モデルの脳障害に果たす活性酸素の役割

一生体イメージングによる病態解析一

研究者氏名 王 勇

中国所属機関 中国医科大学脳神経外科

日本研究機関 浜松医科大学光量子医学研究センタ一

指導責任者 助教授山本清二

要旨

活性酸素は、虚血性神経細胞死の病態に重要な役割を果たしていると考えられている。培

養細胞では活性酸素の産生をイメージ化することは可能であるが、個体レベルでは未だ困難で

ある。脳には神経細胞だけでなく、グリア・血管・血流が存在し、虚血性神経細胞死の病態を

研究する場合、個体レベルでの検討が必要である。本研究では、生体内蛍光リアルタイムイメ

ージング法により、ラット脳虚血時の脳内活性酸素である日02・と日OHの産生を解析し、個体レ
ベルで評価するシステムを構築することを目指す。

Key words 脳虚血活性酸素生体イメージング

緒言

【研究の背景】

中枢における病態と活性酸素との関わりとして、酸化的ストレスをはじめ、脳出血や脳梗

塞による脳浮腫、脳実質の壊死および老化などの諸問題が検討されている。特に酸化的ストレ

スを受けやすい病態として、虚血一再潅流障害がある。虚血一再潅流時には反応性の高い活性

酸素 (02-，. OH，など)が発生して、虚血性神経細胞死の原因のーっと考えられている。活
性酸素が脳梗塞の神経細胞傷害に関与するかどうかは、現在まで活性酸素消去酵素により脳梗

塞巣が縮小するという間接所見に留まり、解明は未だに不十分である。さらに、活性酸素は反

応性高く短命であるために、生体内での直接検出やその動態を把握することが困難であり，今

までの個体レベルでの脳虚血と活性酸素の研究は極めて稀である。活性酸素はその測定が困難

である上、生体内でのイメージングは未だに成功していないが、基礎から臨床へのトランスレ

ーショナルリサーチに必要不可欠な個体レベルでの実験を行う必要がある。

【解決すべき点と研究目的】

従来採用されている測定方法は、ほとんど活性酸素の過酸化反応産物による間接的な測定

方法である。これらは生体で発生した活性酸素を直接測定したものではなく、そのいずれもラ

ジカル種・発生部位の決定、定量性などに関して何らかの問題を有している。また脳組織につ

いて直接的な方法で活性酸素を invivo測定した報告もない。
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それにより、活性酸素をターゲットにした薬剤や治療法の直接的な評価が可能になる。そ

こで本研究では以下を目的とする。①光学顕微鏡の下にラットを置いて、脳血管閉塞前後にわ

たり継続して観察できるラット脳梗塞モデルを作製する。②上記のモデルを用い、活性酸素産

生の指標となる蛍光色素による生体内蛍光イメージングを行い活性酸素の産生を可視化する。

③脳血流低下の程度、活性酸素の発生量および時間経過などを検討する。

研究方法

虚血モデル: Adu 1 t SO ra t (300 g)を全身麻酔し、自発呼吸下に、まず両側の椎骨動脈を凝

固閉塞し、その後両側総頚動脈を Balloon Occluderで閉墨して、 4血管閉塞による一過性前

脳虚血モデルを作る(図 1)。レーザードップラ一法でこのモデルの脳血流変化を測定する。

測定時間虚血 10分間、再濯流 20分間(図 2)。測定部位 (bregrna点より後 3.6mm、右よこ

3.5mm)。

国1.左:両側の椎骨動脈を凝固閉塞;

右:8alloon Occluderで総頚動脈を閉塞。

唱.0、

Cortex (n=5) 

-唱。 。 唱・ 20 

Time (min) 

図2.レーザー

ドップラ一法

で測定した、 4

血管閉塞によ

り大脳皮質の

脳血流は約

30%まで低下
30 

している。

蛍光色素の投与法:活性酸素のイメージングは 5μ|の活性酸素指示色素 (MitoSOX™、 HPF)

を立体定位脳手術式にマイク口インジェクションすることにより、ラット (8週齢以降、体重

300g)の脳表(center3.6 mm caudal and 2 mm lateral to the Bregma， 1.4 mm depth)領域

にmicroinjectionし(図 3)、共焦点顕微鏡で観察しつつ、虚血前後約 1時間(虚血前5分、

虚血中 10分、再濯流40分)にわたって蛍光強度の変化を検討する。
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図3左: MCBL法投与方法;右:in 

vivo ラット大脳皮質への

MitoSOXTM (Ex/ Em 510 /580 nm) 

のロード血管の間にあるこユーロ

ンやグリアのミトコンドリアは

MitoSOXTMで白く染められた。



観察方法: 3 x 3 mmのclosedcranial windowを作って、マルチピンホール式共焦点顕

微鏡で蛍光像を観察観察しつつ{図4)、虚血前後約 1時間(虚血前 5分、虚血中 10分、再

濯流40分)にわたって蛍光強度の変化を検討する。
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図 3.ラットの大脳皮質を露出するように骨窓を設け、 closed cranial 

windowを作って観察した。

結果

虚血前各実験組の動脈血ガス

Blood gases and mean arterial blood pressure in 

different groups of rats before ischemia (HPF) 

Blood gases and mean arterial blood pressure in 

different groups of rats before ischemia (Mitosox) 

HPF pH pC02(mmHcl p02(mmH副 MABP(mmH&) lIi tosox pH pC02(mmHg) p02(mmH&) MABP(mmHg) 

Contrnl Control 

7.395土a・1・ 50目Z土0.1 ヲ9.7土1.8 79.3土3.5 7.353企0.011 43.5土2.5 7'.7土0.9 77.7*1.5 

.-3 .-3 

Ischemla Ische:mla 

7.374土0.020 47.1土0.8 72.2土2.2 74目6土3.9 7.375胡.025 47.7'0.9 回.0土3.0 制.3>2.3

.=5 且=4

Ed:r.ravnne Edara¥'one 

7.410土・・04 44.7土3.1 76.7土3.8 73.3土4.3 7.323胡.023 46.1土M 79.3>4.5 78.8>3.5 

.-3 R‘4 

生体イメージングによるコントロール、虚血と虚血前edaravone投与各グループの活性酸素の

産生の経時測定

Mi toSOx™ による superoxide 測定各組:再濯流により蛍光強度が虚血前より 180土20%まで

上昇していることから、再濯流により superoxideの産生が増加していることが分った。さ

らに、動脈に近い部位の superoxideの産生はほかの部位より多いことも分かつた。(図 l

表 1)。

HPFによる hvdroxvlradical測定各組:虚血と再濯流により蛍光強度が虚血前より

190~20%まで上昇していることから、再濯流によりヒドロキシルラジカル hydroxylradical 

の産生が増加していることが分った。さらに、動脈に近い部位の hydroxylradicalの産生

はほかの部位より多いことも分かつた(図2表2)。
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--制~③

二~虫型~

図 1表 1 "虚血前B虚血5分C再遭流 2分D

に動脈に近いの郡位 (1.2)は無血管部位 (3)

や静脈に近いの郵位 (4)より蛍光強度の上昇

再遭流10分全視野蛍光強度上昇していり、さら

TI.e包，.. 

" 

MilOSO:l・a5mean土50

，. 

幅は大きい(datanot shownl 

".・M一戸←一一一一一胸 2・ 3・初

幅は大きい(datanot shownl 

図2表2 "虚血前日虚血7分 C再遭流6分

や静脈に近いの鶴位 (4)より蛍光強度の上昇

D再湾流 13分全視野蛍光強度上昇していり、さ

らに動脈に近いの郡位 (1.2)は無血管部位 (3)
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結 論

生体内蛍光リアルタイムイメージング法によるフリーラジカルのイメージングを可能に

した。 30%程度の脳血流低下の虚血と reperfusionにより・O2・と.HOの産生が増加し、

さらに、毒性の高い.HOは毒性の低い・O2・より産生の量は多く、またフリーラジカルの産

生は部位選択性的であることが分かつた。
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顎下腺を支配する自律神経を切断したラットに、塩酸セピメリンなどの薬を経口投与して、 AQP5と

AQP1の蛋白質およびmRNAレベルを観察するとともに、リ Yゾーム酵素の活性を測定した。これらの

結果を解析したところ、副交感神経によるAQP5蛋白質発現レベルの調節は転写段階で行われているの

ではなく、リ Yゾーム酵素京により制御されていると考えられた。
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唾液腺AQP5発現の神経系による調節

研究者氏名 李雪ーも
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共同研究者名 カラパシノレミレーパ，プルワンティヌヌ

ク，挑陳娼，赤松徹也，金森憲雄

要旨

【目的】本研究はラット顎下腺における水チャネノレ、アクアポリン (AQPs)の自律神経系による調節機構を明ら

かにする目的で行った。【方法】 7週齢雄性の SDラットを用い、顎下腺を支配する自律神経である交感神経また

は副交感神経切除を上頚神経及び鼓索神経を切断することにより行った(それぞれCSTD、CTDとする)。術後 15

日目から塩酸セピメリン (CM，10mg/kg体重)、ピロカルピン (PC，O. 3mg/kg体重)クロロキン (CQ，50mg/kg体重)

を連続7日間経口投与した。 AQP5とAQP1の蛋白質レベルをウエスタンプロッティングで、又mRNAレベルをノー

ザンプロッティングと RT-PCR、Pアノレタイム PCRにより解析した。【結果】 CSTDはAQP5及びAQP1蛋白質レベル

に大きな影響を与えなかった。 CTDはラット顎下腺の重量と AQP5蛋白質レベノレを減少させたが、 AQP5mRNAレベ

ルには顕著な影響を与えなかった。 CTDラットに対するムスカリンM3アゴニスト、塩酸セピメリンの投与は、低

下した AQP5蛋白質含有量を著明に回復させ、 AQP1含有量を増加させたが、ピロカノレヒ。ン投与はこれらに影響を

与えなかった。塩酸セピメリン投与はAQP5及びAQP1凶NAレベルに顕著な影響を示さなかった。 CTDはリソゾー

ム酵素カテプシンB、D、Eの活性を上昇させ、塩酸セピメリンはこの上昇を抑制した。カテプシンB、D、EのmRNA

レベルも CTDにより上昇したが、塩酸セピメリンはこの上昇を抑制しなかった。リソゾ}ム変性剤であるクロロ

キンの投与によりリソゾームを変性させ、その機能を抑制すると、副交感神経切除により減少した AQP5の発現

は回復した。【結論】副交感神経による AQP5発現レベルの調節は転写レベルによるのではなく、リソゾーム酵素

系により制御されていると考えられた。

Key Words :アクアポリン，自律神経切除，塩酸セピメリン，カテプシン
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これにより生体膜を隔てた水移動

言

アクアポリン

が浸透圧勾配依存的に行われる。水チャネノレAQPsはファミリーを構成し，現在までに 13種類のメンバーが存在

(AQP)は微生物から動植物まで広く分布する水チャネノレで，

緒

あるいは水とグリセロールや尿素などの小分子することが知られている。AQPsは細胞膜に存在し，選択的に水，

を輸送する。AQPsは細胞膜を6回貫通しているセノレベンチン型膜蛋白質で，分子内のノレープBとノレープEにファ

ミリー間で良く保存されたNPAモチーフがそれぞれlカ所ずつ存在する。これらはへミチャネノレを形成し，水は

この部位を通過することが明らかにされている。 AQPsの発現・機能のホノレモンによる調節については比較的よく

研究されている。一方， AQPsの発現に対する自律神経系による調節についてはこれまでほとんど研究されていな

い。唾液腺は交感神経と副交感神経によって二重支配されている。唾液腺AQPの発現や細胞内輸送が神経系・神

これを検証する目的で，本研究に着手した。経伝達物質により調節されている可能性が考えられ，

対象と方法

扇動と迎茸:実験には7週齢の SDラットを用い、上頚神経節(交感神経)切断、または鼓索神経(副交感神経)

ピロカノレピン (PC，O. 3 mg/kg 切断を行った。切断術は実験により、片側または両側に行った。一部の実験では，

あるいはクロロキン (CQ，50 mg/kg体重)を術後 15日目か体重)および塩酸セピメリン (CM，10 mg/kg体重)， 

1日に一回経口投与した。ら7日間，

Fig.l 
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d()Ps若男の療が:AQP1、AQP5蛋白質発現は当教室の方法により行った。即ち膜分画を調製した後、蛋白定量を

Bradfordの方法により、またAQPsは教室作成の特異抗体を用いたWesternblot法により行った。 AQPsmRNAの

定量はディゴキシグニン標識したプロープを PCRにより作成し、 Northernblot法、リアルタイム PCRにより行

った。
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ES分埠賓館葉居住のB'JE:市販の消光性蛍光基質を使って 正常群、対照群、投与群それぞれのリソゾーム、プ

ロテアソームの酵素活性を測定した。
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結果と考察

AQP5およびAQPl蛋白霊童翠'1.::.対1"'-3車掌塾経切断およびムスカリンアゴ、ニスト投与の影響:

CfD CTD 
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AQPl 些豆2ωIb 
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町
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AQPS AQPl 

CTD CTD 
NT Cfn tCM NT CfD tCM 

r-hープ弓F十み己竺オ

日g.3

200 
a 

副交感神経(鼓索神経)を切除したラットにおける顎下腺重量と AQP5蛋白質レベルを解析した。そのまず，

副交感神経切除 (CTD)を行った場合，術側の顎下腺相対重量(腺重量/体重)は直ちに減少し，術後 l週結果，

この術側と対照側での腺相対重量の違いには有意差が認めら以降4週までにおいて対照側の約60%で推移した。

れた (p<O.01， n=5， Fig. 1a)。また，術側の対照側に対する AQP5蛋白質レベノレの相対率は術後徐々に減少し，対

との有意差 (p<0.05)が術後2週目から認められ， 4週目にはこの率は対照側の 37土9.45見(p<O.Ol，

n=5)にまで減少した (Fig.1b) 0 AQP1発現レベ/レは術後4週目においても有意に減少しなかった (Fig.2a)。交
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感神経切除 (CSTD)後4週において，顎下腺相対重量(腺重量/体重)は対照側の約 81.00:t3. 61 % (p(O. 01， n=5) 

にまで減少したが， AQP5蛋白質発現レベルに顕著な差が認められなかった(Fig.2b) 0 M3受容体アゴニストであ

副交感神経切除によって減少したAQP5る塩酸セピメリンを， 1日l回， 1週間経口投与 (10mg/kg体重)すると，

蛋白質発現レベノレは有意 (pく0.01，n=5)に回復した。また，副交感神経切除による影響が認められなかったAQP1

蛋白質発現レベノレは塩酸セピメリン投与により有意に増加した (p(O.05， Fig. 3 a)。ピロカノレピンを経口投与 (0.3

副交感神経切除により減少したAQP5蛋白質発現レベノレは回復しなかった (Fig.3b)。なお、mg/kg体重)しても，
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顎下腺重量は塩酸セピメリン投与により増加しなかった。

Fig.4 
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AQP5およびAQPlmRNA発現に対する自律神経切断およびムスカリンアゴニスト投与の影響:J、ーザンブロラベン

と術側グによって検出した AQP5mRNAに相当する1.6 kbのバンドの強度は副交感神経切除後の対照側 (R，C) 

リアルタイム PCRによって確認された各群 AQP5mRNAのの聞で大きな差は認められなかった (Fig.4)。、‘.，，nu 
r
L
 

，，目、、

相対値(無処置群:NT， 100とした)は各群聞に有意差は認められなかった (n=5，Fig. 5)。副交感神経切除 (CTD)

による AQP5蛋白質レベルの減少および塩酸セピメリン (CM)投与による AQP5およびAQP1蛋白質レベルの増加

はmRNA発現レベルの変動に起因するのではないことが考えられた。

蛋岳質代謝レベルに対する自律神経切断及びムスカリンアゴニスト投与の影響二弘主弘主:!?執友恵栴経/M3了三

ニストによる AQP5蛋白質レベルの変化は転写調節によるものではなく翻訳又は蛋白質代謝レベルによって調節

されている可能性が示唆された。そこで蛋白質分解系の酵素に注目し、その活性変化を調べたところ、リソゾー

ム分解酵素カテプシンD/Eの活性が副交感神経切断によって上昇し、この上昇は塩酸セピメリン投与によって抑

制された(Fig.6b)。これらの処置はプロテアソームの酵素活性には顕著な影響を与えなかった(Fig.6 d)。顎下腺

は主として腺房細胞と導管細胞から構成され， AQP5は腺房細胞に局在する。副交感神経切除および術後塩酸セピ
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メリンを投与したラット顎下腺より Percoll密度勾配遠心法により導管細胞から腺房細胞を分離し (Fig.7) ，得

前述の組織サンプルでの測定結果と同様の傾向が認られた腺房細胞を用いてカテプシン活性を測定した結果，

これらの実験から AQP蛋白質レベルはリソソーム系蛋白質代謝酵素によって調節されていめられた (Table1)。

この可能性を検証するために、リソゾームを変性させる作用を有すると報告されてい-る可能性が強く示された。

るクロロキンを投与して、 AQPs蛋白レベルを調べたところ、クロロキンは塩酸セピメリンと同様に AQP5蛋白質

レベルを上昇させた(Fig.8)。即ちリソゾームの変性により AQP5分解が抑制され、 AQP5レベルが上昇したもの

6.Ojb 
h ・圃τ( 
Z里 4.0
U宮1

0・'"!;!~ 向島 3.0
-z e.a 2.0 
主Z
31S  

と考えられた。

a
 

，、，

a

a

a

H

a

a

M

白

H
w
a
a
H

，，A
P

3

8

崎

'a

喝

a

・
j

・

阿

世

官

官

苫

』

島

田

E
、P
E】

b
τ
=
ω
6
由

E
m
p
a
-
a
u

CTD 
NT Cτ'D +CQ 

AQ跨静長_~..'~'=:f~';，絹 dAJ河台1

Fig.8 

zω 

150 

100 

50 

{
島
周
回
。
』
国
司

2
2』
守
図
。
国
旬
。
民

)-Z畠
山
町
内
同

0
4

CTD 
+CM CTD NT 

2.0 

CTD 
-+CM CTD NT 

，o_I.5 

芸者
詰冒
!! c.I.o 
F 巴S
史民
~.::: 
j!;:l 

25・5
CTD 
-+CM 

円、却
田

崎

;
(
5
2
E島
国

E
、D
E問
・
由
同
】

b
-
P四百
a
凶
ロ
-m島
ua冒

υ

CTD+CQ CTD NT 
。CTD NT CTD NT 

Table 1 Effects of the chorda tympani denervatios and SNI-2011 adminis仕ationon the cathepsin activities of isolated rat acinious celIs 

Cathepsin achIJi/ies (mll/mg pro/ein) 

B (%) 

O.o159:tO.oo24(I00土15.09)

O.o139:tO.oo29(87 A2:t18.24) 

o .0211::!:O .0058(132.70土3.65)

D(%)C 

3A4::!:O.36(1帥:!:lOA7)

4.51:tO.17(131.10:t4.94)* 

2.69:tO.30(78.20:l:8.72)** 

E(%)b 

OJ336土0.0142(100:1:10.63)

O.o705:tO.o094(52.77:t7.04) 

0.0435::!:O.oO臼(32.56会4.79)

D+E(%)a 

Normal I 3.58::!:O.37(100:tl0.33) 
CTD I 4.61:tO.20(128.77土5.59)*
CTD+SNI-2011I 2.74::!:O.31σ6.54:1:8.66)紳

* p<O.o5， significantly difTerent from the normal group.帥p<O.ol，significantly difTerent from the CTD group. c: Calculated by sub-
仕actingthe value in句"from those in “a". 

論結

凶NAの転写調顎下腺にある AQPsの発現レベルに対する副交感神経切除および塩酸セピメリン投与の影響は，

主にカテプシンDの活性調節によって制御されている可能性が強いと
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リソゾ}ム酵素，節によるものではなく，

考えられた。
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一日中医学協会助成事業ー

心肺蘇生後の脳損傷に対する骨髄幹細胞移植の検討

要 ヒ:::.
閏

研究者氏名

中国所属機関

日本研究機関

指導責任者

共同研究者

鄭偉

中国医科大学脳神経外科

札幌医科大学脳神経外科

教授 宝金清博

本望 修

心肺停止は臨床的に全脳虚血を引き起こす要因の一つである、かつ、非常に高い死亡率を招く。たとえ

速やかに蘇生されたにしても、わずか何分間の血流停止は脳虚血敏感部位の神経細胞もう変性、壊死、不

可逆な神経症状残った。骨髄幹細胞は神経細胞へ誘導分化、再生医療に有用であることが明らかにしてき

た。当実験はラット全脳虚血モデルに対し、心肺蘇生後3時間経静脈的に骨髄幹細胞を移植する。心肺蘇

生5時間後ラット海馬領域に狙ってMRSpectraを撮られた、術後3日目脳組織を採って、 TUNEL染色を行

った。 Treadmi11 Stress Testは心肺蘇生前日、術後1日、 3日、 7日を行った。骨髄幹細胞移植群ラット

海馬領域のApoptosis細胞計数はコントロール群より少なくなった、MRSpectraにてLactateも減少した。

ラットの運動機能の改善も認められた。

Key Words 心肺蘇生，骨髄幹細胞，移植，神経再生

緒言:

ラット脳虚血モデルに人骨髄幹細胞を移植し、ラットの梗塞面積の減少及び予後改善することが認めら

れた。適当の条件で、骨髄幹細胞は神経細胞と神経腰質細胞に分化される。当実験はラット心肺蘇生モデ

ルに対し、経静脈的に骨髄細胞を移植し、治療効果を検討する。

対象と方法:

l 骨髄細胞の精製と純化

健康成人ボランテイアから人骨髄をインフォームドコンセント後に後腸骨稜より採取。骨髄単核細胞を

分離した。 150cm2の培養皿に置き、一晩インキユベートした。遊離細胞を洗浄後、接着細胞を MSCBMで培

養した。 MCGS、4mML-グルタミンを含み、日二酸化炭素、 37度環境にて浸潤させた。集合後採取したもの

は、プライマリーMSCとして凍結保存または遺伝子解析に使用した。

2 全脳虚血モデルの作成

Lu即(1)の方、法に従って、ラット心肺蘇生モデルを全脳虚血モデルとして採用する。 300グラム、雄、

Wistarラットを用い、 5%イソフル誘導してから1. 5%イソフルで全身麻酔、左大腿静脈にルートを確

保、旺門温、血圧、心電図など生命をモニタする。筋弛緩剤を注入して、気管括管、人口換気を与えられ

る。右総頚静脈から O.5M KCL O. 3m1を右心房に注入、心臓停止させる。 7分後O.062mg Adrena1 ineと25mg

NaHC03を加え、ラット体内に注入。同時に人工換気を再開、 IAC-CPRを行う。自発呼吸が確認してから気

管挿管を抜去、 cageに戻される。

3 骨髄幹細胞移植
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3 5匹ラットは3組に分けられる。グルプ1(正常コントロール群、 5匹)は何も処置されない、グル

プ2(実験コントロール群、 15匹)は心肺蘇生3時間後Medium(MSCBM) 1 ml静注し、グルプ3(実験群、

1 5匹)は心肺蘇生3時間後1X107hMSCsを1ml Mediumに加え静注する。

4 画像的評価

7T動物用の服装置を用い、 MR Spectraを撮る。

ラットはケタミン(50m凶cg)とスキルペン(6mg!kg)にて腹腔麻酔され、動物用ホルダに載せ、磁場に入る。

頭は ImagingCoi 1の中心部と合わせる。最初は T2強調画像を撮り、海馬の位置を定め、海馬を含め

(2x6x3mm3) のVolumeof Interest範囲で服 Spectraを撮る。撮影条件は叩=3000MS，TE=20MS， TM=30MS 

である。全てのラットは心肺蘇生5時間後MRSを撮る。 LactateとCreatineの比の相対値を記録する。

5 T聞EL

骨髄幹細胞移植3日後、ラットは4%Paraformaldehydeで潅流固定後、 20umの凍結切片を作る。組織切

片は37"CにてTdTbufferに30分Incubation後、 TdT、biotin-16-dU官、dATPを含め混合物を 37"Cにて

1時間 IncubationoPBS洗浄後Avidin-biotinylatedenzyme complexと反応され、 Apoptosis細胞はDAB

で茶色に着色され、 Methylgreenにて対比染色する。 Apoptosis細胞数は光学顕微鏡で計数される。

6 Trea伽illStress Test 

ラットは一日 20分、週二回で角度O及び2Om/minの条件でTreadmillで鍛えされる。ラットを電気刺

激と放してモーターベルトの上に置き、ベルトの動きの逆方向に走らせる

。電気ショックを避けるためにラットは逃げなければなれない。電動 Treadmi11で走る最高スピードを記

録する。

結果:

MR Spectra画像分析

実験群とコントロール群ともに心肺蘇生5時間後、海馬領域の限S画像を撮る。正常コントロール群は

Chol ine、CreatineとNAA三つのピークしか見られない (Fig1a)。心肺蘇生後のラット(実験コントロー

ル群)は上記三つのピークのほか、1.33ppmにLactateのピークが認めた (Fig1b)。骨髄幹細胞移植群も

Lactateのピークが認めたけれども、高さはコントロール群より低い (Fig1c)0 Chol ine、Creatine、NAAFig

及びLactate各成分の絶対値が測りにくいので、 Lac/Cr Ratioは指標として測られる。 Fig2は心肺蘇生

コントロール群と骨髄幹細胞移植実験群の Lac/Cr Ratioで、骨髄幹細胞移植群はコントロール群より著

明に下がる。

Apoptosis細胞計数

心肺蘇生三日後、脳虚血しやすい海馬CA1領域にTargetし、 Apoptosis細胞数を測る。正常ラット海馬

CA1領域で Apoptosis細胞が見られない (Fig3a)、心肺蘇生後のラット(実験コントロール群)海馬 CA1

領域で殆どApoptosis細胞が占められた (Fig3b)。骨髄幹細胞移植後のラット海馬CA1領域でApoptosis

細胞が見られるけれども、実験コントロール群より著明に減少した (Fig3c)。

行動学的評価

心肺蘇生前日、術後1日、 3日と 7日、 4回Treadmi11 testを施行した。術前各群差別が認められなく、

術後1日、 3日、 7日とも骨髄幹細胞移植群は実験コントロール群より、ラットの走りスピードが上達に

なった (Fig4)。

考察:

当実験はラット心肺蘇生モデルに対し、人骨髄幹細胞を経静脈的に移植し、著明な治療効果が認められ

た。

骨髄幹細胞移植の治療機序はいくつかの仮説がある。一つは骨髄幹細胞の神経保護作用。BDNF、GDNF、NGF、
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EGFなど神経栄養因子は脳虚血範囲の拡大を抑制する報告がある (2、3)。これらの因子は、Antiapoptotic 

activity、Anti inf lammatory act ivi ty、Antiglutamate exci totoxici tyなどのメカニズムによって、脳虚

血部位の機能保存、神経組織修復作用が認められた(4)。骨髄幹細胞は ILs、M岱F、Flt-3などを分泌する

(5、6)。神経膝質細胞はこれらの因子の刺激によって、 BDNF、NGFなどの栄養因子を分泌され、中枢神経系

細胞の成長、分化を促す(7、8)。骨髄幹細胞は VEGF、bFGFなどの血管成長因子を分泌する、これらの因子

は虚血部位の血管内皮細胞損害を防ぐ(9)。骨髄幹細胞は細胞免疫反応を抑制し、脳虚血後二次損傷を防く情

報告も見られる(10，11)。

移植した人骨髄幹細胞は、内源性脳修復機序を促進する可能性もある。 GAP-43、Cycline D1など細胞増

殖、分化、形成の標識物は脳虚血部位に発見された(12)。また、 SubventricularZoneの神経幹細胞は骨髄

幹細胞移植に従って増加された。
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Med. 8 (1990) 1-6. 
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Fig3 Apoptosis細胞計数。3-aは正常ラット海馬CA1領域の画像、3-bは心肺蘇生3日後海馬CA1領域の画像、

3-c は骨髄幹細胞移植3日後海馬CA1領域の画像。

N国nberofapoptosispositive cell 

?jlH±円」出r/-ii

Fig4 正常ラット、心肺蘇生コントローノレ群と骨髄幹細胞移植実験群Apoptosis陽性細胞計数の結果
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Growth hormone receptor (GHR)において、 Exon3を有するか (GHRfI)あるい
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が、 Caucasianよりは低いことが分かった。

4.研究業績
(1)学会における発表 巴無 ・口有(学会名・演題)

(2)発表した論文 図無 ・口有(雑誌名・題名)
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一日中医学協会助成事業一

中国人低身長患者における成長ホルモン受容体の変異解析

Abstract 

研究者氏名

中国所属機関

日本研究機関

指導責任者

共同研究者名

米熱古麗買買提

新彊医科大学第一付属病院小児科

旭川医科大学小児科学講座

教授藤枝憲二

向井徳男、上田修、松尾公美浩、鈴木滋

Exon 3 insertion or deletion is one comrnon polymorphisrn in the growth horrnone receptor (GHR) 
of humans. Delet ion of exon 3 has been associ ated wi th the degree of height increase in response 
to GH therapy. The objective of the study was to evaluate the proportion of d3/fl-GHR 
polyrnorphisrn genotypes in Chinese 72 Short stature Han and Uihgur patients cornpare with 
Japanese 52 GHR genotypes. The Chinese Han group was classified into GHRfl/GHRfl (56%) 
GHRfl/GHRd3 (40%) and GHRd3/GHRd3 (4%) based on genotypes of GHR-exon3. Genotypes of the 
Uihgur group and Japanese Group consisted of 72%， 83.7おwithGHRfl/GHRfl， 18.2%， 14.3% with 
GHRfl/GHRd3 and 9%，2% with GHRd3/GHRd3 respectively. The proportion with GHRfl/GHRd3 exon3 
genotype in Chinese Han nation was found to be higher than Chinese Uighur and Japanese genotype 
but lower than that in Europeon people was with significant statistically. 

Keywords: Growth hormone receptor， polyrnorphism， short stature， Chinese， different races. 

Introduction 
The human GHR gene is a single copy gene that spans 300 kb of chromosorne 5. 1t contains nine 
coding exons that encode the receptor and several addi tional exons in the 5-prime untranslated 
region. (1) A polymorphisrn the human GH receptor gene (d3/fl-GHR) resulting in genomic 
deletion of exon 3 (2，3). Recently associatedwith the degree of height increase in response 
to GH therapy in short French children born small for gestational age (SGA) or with idiopathic 
short stature (4)， Gerrnan Turner syndrorne patients (5)， and Brazilian GH-deficient children 
(6)， although other studies found no such association (7， 8).However， a significant 
association between GHRd3 genotype and hypertension have been demonstrated， lacking a copy 
of the GHRd3 alleles to be a risk factor for hypertension has been reported(9). At the present 
the comrnon polymorphisrn of GHR is as yet not documented statistically XinJiang of China. 1n 
an atternpt to understand the polyrnorphisrn change of exon3 in GHR-gene in my area we exarnined 
72 Chinese-Han and Uighur ethnic (totally deferent with main Han nation) cornpared to 52 
Japanese sample genotype. 

Materials and methods 
SubJects 
A total of 72 Chinese Short stature patient live in Xinjiang(biggest rninority area in 
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China)aged 2-15( Uighur boy 11， Han boy 31，Uighur girl 12，Han girl 18); were recruited from 

June 2006 to October 2006. Participate in this study. Twenty-four were living rural area in 

XinJiang， twenty hospi tals participated， 28 from out patient . Inclusion cri teria were: height 

lower than 3% of normal， never having been treated with GH or other anabolic agents; normal 

gastrointestinal， pulmonary， and liver function;. Exclusion criteria were: neonatal brain 

injury， chronic diseases， and steroid therapy. None were in an acute care si tuationo Height 

and weight were recorded by our-self at inclusion and the corresponding heights SDS were 

calculated. Serum IGF-I were measured at entry into the study in 41boys and 31girls and 

expressed as SDS according to age-and sex-matched controls and the ratio IGF-I calculated 

(Table 1). 

Table1.Height， 
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IGF-l date in the Chinese short Children 

I lU山Jig以凶叫h恥n町 Pa t i 巴nt I Han Patient 
l1.3:i:2.7 I 8.9土3.1
-3.17土0.43 1-2.93土0.93

-1. 07土1.01 1-0.89:i:1.34 

Genotyping 

Genomic DNA was extracted from white blood cells of patient and Patient' s mother using a 

PUREGENE DNA Purification Kit (Gentra) and used as template DNA (Figurel). 

Figurel: 72 template DNA in short stature from XinJiang 

To determine genotype of GHR exon 3， we applied one revised polymerase chain reaction 

(PCR)-based assay method.9 The pair of primers Gl (5' -GTTGGTCTGCTGGTCT GCTT-3' ) and G3 

5' -GTGCTCTGCTAAGGATAGC TG-3' ) allowed amplification of the exon 3 allele only， whereas 

primers Gl and G2 (ACTTTAGCCAGTCGT TCCTG) amplified GHRd3 allele under specific conditions 

thereby discriminating the three possible alleles in this locus (i.e. homozygouS of GHRfl/fJ， 

GHRd3/d3 and combinat ion heterozygouS GHRfJ/d3) (Fig. la). Parameters of PCR were the ini t ial 

step of 5 min at 940 C， followed by 35 cycles consisting of 30 s at 940 C， 30 s at 55
0 

C，1 

min 30 s at 720 C， and the last extension of 5 min at720 C. The expected length of 934 bp 

indicates the GHRfl allele and 532 bp indicates the GHRd3 allele (Figure2) 

Figure 2 
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Statistical analysis 

Hardy-Weinberg equilibrium (HWE) was calculated according to standard procedures using x2 

analysis. Differences for d3/ff-GHR genotype frequencies between three groups and heighト

SDS groups were analyzed by the by the x2 test. 

Resu 1 ts 

Similar proportion for the GHRfl/GHRfl and GHRfl/GHRd3 genotypes was found in both Japanese 

group and Chinese Uihgur group. In the Uighur group d3/d3 genotype was higher and did reach 

statistical significance. Mean values of Uighur group height-SDS were lower than Han groups 

(although not statistically significant). The pr叩ortionof d3/ff-GHR genotype in Chinese 

Han group was higher than Japanese group and Chinese Uighur group but lower than European 

people did reach statistical signification. (Table 2) 

Table2. d3-GHR genotypes (%) in Chinese-Japanese short stature patient 

Japanese Chinese Han nation Chinese Uihgur nation 

d3/d3 2 4 

d3/fl 14.7 40 18.2 

fi/fl 83. 7 56 72. 7 

IGF-I-SDS lower in Uighur group than Han group although not statistically significant， was 

obs erved. 

Discussion 
Growth hormone is used to increase height in short children who are not deficient in growth 

hormone， but its efficacy varies widely across individuals. In which genetic disposition， 

nutri tion， homeostasis， hormones， and growth factors interact. Among these factors， GHR plays 

an important role， and loss-of-function mutations in the GHR gene lead to growth delay during 

infancy， chi ldhood， and adolescence and short s tature in adul thood (10-12). 

There are 2 isoforms of GHR in humans， genera!ed by re!ention or exclusion of exon 3 during 

splicing: a full-length isoform and an isoform that lacks exon 3 (d3-GHR). The generation 

of 2 transcripts that differ by the skipping of a coding exon results from homologous 

recombination， which mimics alternative splicing between the 2 retroviral sequences that 

flank the skipped exon (13). The allele encoding d3-GHR is specific to humans. Results of 

the studies (14) supported the hypothesis that the GHRd3 isoform is transcribed from a GHR 

allele carrying a genomic deletion of exon 3 rather than by alternative splicing. An isoform 

of the growth hormone receptor gene that lacks exon 3 (d3-GHR) was associated with 1.7 to 

2 times more growth acceleration induced by growth hormone than the full-length isoform(15) 

(P less than 0.0001). In transfection experiments， the transduction of growth hormone 

signaling through d3-GHR homo-or heterodimers was approximately 30% higher than through 

full-length GHR homodimers (P less than 0.0001). Thus， the polymorphism in exon 3 of GHR is 

important in growth hormone pharmacogenetics. Dos Santos et al. (2004) stated that one-half 
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of Europeans are heterozygouS or homozygouS with respect to the allele encoding the d3-GHR 
isoform， which is dominant over the full-Iength isoform. In our study the proportion of 
GHRfl/GHRfl， GHRfl/GHRd3， GHRd3/GHRd3 genotype in Short stature Chinese Uighur group differ 
statistically and significantly from those Short stature Chinese Han group. This date suggest 
that in addition to the multiple factors that may contribute to short stature in Uighur group. 
In a summary， our date showed significant differences in the proportion of the d3-GHR 
polymorphism genotypes between Japanese groups， Chinese Uighur group wi th Chinese Han group. 
In addi t ion Further inves tigate wi 11 be need to invest igate polymorphism of GHR-gene in normal 
height control populations in my area and compare with this date. 
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Granzyme Bによる細胞内のLa(SS・B)分子の変化

3.成果の概要 (100字程度)

回

我々は一部のシェーグレン症候群患者血清中にはグランザイムBによって特異的に切断される N末端フラ

グメントに対する新しい自己抗体が存在することを報告した。今回の研究で我々はpAcGFPl・dベクターを
利用して、 GFP-LaとGFP-LaLl220(グランザイムBによって切断されるN末端フラグメント)融合歪自を作成
し、蛍光顕微鏡でLa(55・B)の変化を確認した。また.ウエスタンブロット法でグランザイムBによって切
断されたLa(55・B)分子の細胞核と細胞質での発現を比較した。今回の実験で、 La(55・B)分子がグランザイム
Bによって引き起こされるアポトーシスの中で、特異的に切断されて細胞核から細胞質に移動することを
明らかにした。
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一日中医学協会助成事業一

自己抗原La(SS-B)はGranzymreBによるアポトーシスの中で特異

要旨

的に切断されて細胞核から細胞質に移動する

研究者氏名黄明田

中国所属機関 牡丹江市疾病予防コントロールセンター

日本研究機関 長崎大学付属病院第一内科

指導者氏名 教授江口勝美

共同研究者名 井田弘明、有馬和彦

私たちは近頃一部のシェーグレン症候群患者の血清中には、La(SS-B)自己抗原がグランザイ

ムBによって特異的に切断されて新しい自己抗体を産生していることを報告している。でも、グ

ランザイムBによる細胞核内の La(SS-B)の変化については詳細は不明な点が多い。今回我々

はグランザイムBによるアポトーシスの中で自己抗原 La(SS-B)の変化を明らかにすることを

目的にした。まず、 pAcGFPl・c2ベクターを利用して GFP-Laと GFP-Lail220 (グランザイム

Bによって特異的に切断されるN末端部分) 融合蛋白を作成した。また、その融合蛋白を発現

する A293T細胞を細胞障害性細胞 (CTL細胞)と混合培養し、免疫染色、免疫プロット法で切断

された GFP-La融合蛋白を確認した。同様の方法で、唾液腺細胞株HSG細胞を使って細胞核内の

La (SS-B)の変化を確認した。 A293T細胞内で、 GFP-Laは核内に局在し、 GFP-Las220は細胞質内

に存在していた。 CTL細胞のグランザイムB刺激で、 A293T細胞内の GFP-Laは切断されて細胞質

に移動していた。 HSG細胞を使った実験でも同様の結果が認められた。このような結果は、シェ

ーグレン症候群ではグランザイムBが引き起こすアポトーシスによって細胞核内の La(SS-B) 

自己抗原が特異的に切断されて細胞質に移動し、結果的に新しいエピトプに対する自己抗体が産

生する可能性が示唆された。

Key wordsグランザイムB，La (SS-B) 自己抗原、アポトーシス、自己抗体、シェーグレン症候

群、

緒言

La (SS-B)分子は主にほとんどの真核細胞核内に存在し、ポリメラーゼEに結合し、その転写

に重要な働きをしている (1)。抗ーLa(SS-B) 自己抗体はシェーグレン症候群、ルプスなど自己

免疫疾患に現れて、新生児心ブロックなどに関わっている (2，3)。

グランザイムBは主にNK細胞、細胞障害性細胞(CTL細胞)などの頼粒内に存在し、標的細胞

内のプロカスパーゼをカスパーゼに活性化させて、感染免疫、癌免疫において重要な役割を果た

- 102 -



す (4)。また、グランザイムBは直接標的細胞内の重要な蛋白を切断する (4-6)。我々は一部の

シェーグレン症候群愚者血清中にはグランザイムBによって特異的に切断される N末端 La

(SS-B)フラグメントに対する新しい自己抗体が存在することを報告した (7)。これらの結果は、

NK細胞、CTL細胞によるアポトーシスは自己抗体の産生に何らかの関わりがあることを示唆して

いる。今回はグランザイムBが引き起こすアポト}シスの中でLa(SS-B)分子の細胞内の変化を

明らかにすることを目的にした。

今回の研究で我々はpAcGFP1-c2ベクターを利用して、 GFP-LaとGFP-Las220(グランザイム

Bによって切断されるN末端フラグメント)融合蛋白を作成した。その融合蛋白を発現している

A293T細胞をCTL細胞株YT細胞と混合培養し、蛍光顕微鏡でLa(SS-B)の変化を確認した。ま

た，ウエスタンプロット法でグランザイムBによって切断された La(SS-B)分子の細胞核と細

胞質での発現を比較した。この一連の実験で、 La(SS-B)分子がグランザイムBによって引き起

こされるアポトーシスの中で、特異的に切断されて細胞核から細胞質に移動することが確認され

た。これによって、 NK，CTL細胞による唾液腺細胞のアポトーシスがシェーグレン症候群の自己

抗体の産生に関連していることが示唆された。

材料と方法

細胞と培養

6ウエノレ細胞培養器具にで、 A293T細胞(ATCC)は 10%FCSを含む DMEM(ドイツ)で、 HSG細胞

(Yoshio Hayashi先生、徳島大学歯学部)は10覧FCSを含むRPMIで培養した。 YT細胞(ATCC)は

10対FCSを含むRPMIを使用して、浮遊系細胞培養器具で培養した。

GFP-LaとGFP-Las220融合蛋白の発現

La (SS-B) cDNA (Dr. Wa1 ther Van Venrooij， Uni versi ty of Nijmegen， Nijmegen， Nether 1ands)の

全長またはN末端から 660bpの部分にPCRをかけて増幅した。このPCR産物をGFXIllDNA精製キ

ット(Amer叶lam)を利用して精製し、ゲノレ電気泳動で確認した。また、その塩基配列をシーケン

サで確認し、pAcGFP1-c2ベクターの EcoR1とBa凶nサイトにサプクローニングした。A293T細

胞を6ウェルプレートに培養し、 5X104/?ェノレになった時3111DNA/?ェノレの比率で、 リポフ

ェクタミン2000(Invi tyrogen)を使用して遺伝子導入してGFP-La，GFP=Las220を発現させた。

細胞障害性実験

YT細胞による細胞障害性実験は以前に発表したのように、 1X105 YT細胞と接着系細胞HSG

細胞または A293T細胞を同じ細胞数比率で共培養した。反応 3h，6h， 12h， 24h後、浮遊系の

YT細胞は捨て、プレートは 1XPBSで2回洗った。これを用いてウエスタンプロット又は細胞

染色を行った。

ウエスタンプロット法

サンプノレを 12.時 SDS-PAGE(ATTO， Japan)にアプライする。電気泳動後、ニトロセノレロス膜に

転写し、 5活スキムミルク PBSでプロッキングした。その膜を抗-La(SS-B) MAb SW5，抗-PARP

MAb c-2-10 (MBL) ，抗-DFFMAb (MBL) ，抗-GFPMAb JL-8 (C1ontech)など一次抗体で 1h反応
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させた。 10分間X3回 O.時 TweenPBSで洗い、 HRトラベルした抗ーマウス抗体 (MBL)で反応

後、 ECLプラス(Amersham)で増幅し、フィルムに感光させた。

免疫沈降

GFP-La， GFP-Las220形質転換A293T細胞の無細胞系をセイズ真核細胞免疫沈降キット (PIRCE)

を使用して抗;-LaMAb SW5で免疫沈降し、沈降産物を抗-GFPMAb ]L-8と反応させた。

免疫染色

HSG細胞をスライドグラスが入っている 24ーウェノレプレットに培養する。HSG細胞を 70免エタノ

ールで 15分間固定し、BSAが入っている PBSで15分間浸す。これを室温で 1h抗ーLaMAbSW5で

反応させた後、 FITCーラベルした抗ーマウス IgGと反応させ、蛍光顕微鏡で観察した。

結果

1) GFP-Laと GFP-Las220融合蛋白は A293T細胞で異なるパタンを示した。

La (SS-BはグランザイムBによって Asp-220のサイトで特異的に切断されて 27KDaのフラグ

メントが産生した (4，5， 7)。細胞核内の La(SS-B)分子の変化を明らかにするために、我々は

pAcGFP1-c2-Laと pAcGFp1-c2-Las220サプクローニングベクタを構築した。制限酵素EcoR1と

BamH1で処理すると 1227bpのLacDNAのORFと 660bpのN末端フラグメントが出現した(Fig.

1Bレン3，4 )。また、それぞれサブクローニングしたベクターを形質転換させたA293T細胞の

無細胞系を抗;-GFPMAb ]1-8で反応させた。結果、 75KDa GFP-La融合蛋白(レン 6，9)、53KDa

GFP-Laム220融合蛋白(レン 7，10)、28KDaGFP蛋白が確認された。これはGFP融合蛋白がA293T

細胞内で機能的に発現していることを表している。蛍光顕微鏡で確認したところ、 GFP-La融合

蛋白は細胞核内に、 GFP-Laム220融合蛋白は細胞質内に、 GFP蛋白は細胞内で均一な分布を示し

ていた。

2) GFP-LaはグランザイムB特異的に切断されて細胞核から細胞質に移動した。

GFP-La融合蛋白を恒常的に発現しているA293T細胞と CTL細胞株YT細胞を時間依存的に共培養

し、ウエスタンプロット法と蛍光顕微鏡でGFP-La融合蛋白の局在を確認した。ウエスタンプロ

ット法ではグランザイムB処理したA293T無細胞系と同じサイズのGFP-Laフラグメントが抗ー

La MAb SW5で確認された。同時に、細胞核と細胞質分画を SW5で反応させた結果、そのフラグ

メントは細胞質内で確認された。蛍光顕微鏡法でも反応時間につれて、蛍光蛋白の細胞質への移

動が確認された。 (Fig. 2)。

3)HSG細胞と YT細胞の共培養においてもグランザイムB特異的に切断された 27KDaフラグメン

トが細胞質に移動した。

より明確な証拠を得るために、唾液腺細胞株HSG細胞を YT細胞と共培養し、 La蛋白の変化を確

認した。グランザイム B特異的な 27KDaフラグメントは抗-LaMAb SW5によって確認された

(Fig. 3a)。同様に、 YT細胞と反応させた後、 HSG細胞を抗ーLaMAb SW5で反応し、またFITC

ラベルした抗ーマウス IgG二次抗体で反応し、蛍光顕微鏡で観察した。 27KDaLaフラグメント

が時間依存的に細胞質に移動していることが確認された (Fig. 3b)。
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考察

今回の研究で我々は細胞核内の La(SS-B)分子がグランザイム B特異的に切断されて、その

27KDa N末端フラグメントは細胞質に再分布していることを明らかにした。我々は以前の研究で

一部のシェーグレン症候群愚者血清を使って、グランザイムB特異的に切断される 27KDaLaフ

ラグメントに新しいエピトプが産生することを報告した (7)。しかし、このような新しい自己抗

体の産生メカニズムに関してはよく分からないところが多い。今回の研究で示したように、 La

(SS-B)蛋白がグランザイムB特異的に切断されて細胞核から細胞質に移動する現象は、27KDaフ

ラグメントに対する新しい自己抗体の産生に関与しているかもしれない。
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Fig 1 

La(SS-B)蛋白を pAcGFP1-C2に組み込み、A293T細胞に発現させた
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Fig 2 

pAcGFP1-C2-La transfection A293T細胞とYT細胞とのCo-culture
において細胞質と細胞核でのLa(SS-B)分子の発現の比較
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Fig3 

HSG細胞とYT細胞との混合培養においてLa(SS"B)蛋白は核から細胞質へ移

動した

a 

b 

HSGIYT Co"Culture 

Oh 12h 24h 
十ー

-関関暗唱慎岨煽国闘園陸 由自由ー;;.
岨昌 一品'1!型哩堂宝~白"-'~白血占由晶幽』

-圃圃圃' 咽圃咽周回. -圃帽圃・・

Anti"La(SS"B) mAb SW5 

HSG庁T

Oh 
F r: ~ 

M二 ・コ屯 ~ 
川'白河・一切~‘，... 
~ 
I ヤ~三3・~
~由。ヶ、時園
E 治f叫..  
ド， . 
lJr:臥車晶画 . 

HSG庁T

12h 

HSG 

GB 

50KD 

30KD 

HSG庁T

24h 

HSG細胞と YT細胞を時間依存的に共培養し、 anti"LamAb SW5で反応した後、

FITC anti "mouse IgGで反応させた。
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